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Streptococcus agalactiae es una bacteria de distribución mundial, la cual se desarrolla en 
el ambiente vaginal de los humanos, su importancia se centra en que es la principal 
causa de infección neonatal. Es sumamente difícil replicar con fidelidad las complejas 
interacciones de los factores que existen en el ambiente de la vagina humana en un 
modelo animal. Sin embargo, los modelos murinos de persistencia bacteriana en el tracto 
cervicovaginal previamente han producido resultados útiles y permitido el estudio de las 
interacciones entre el hospedero y el microbioma. El objetivo del estudio fue determinar 
las variaciones en la expresión diferencial de citocinas proinflamatorias en un modelo 
murino de infección por distintos serotipos de S. agalactiae. La bacteria fue aislada a 
partir de las muestras disponibles en el laboratorio e identificada mediante pruebas 
bioquímicas convencionales y finalmente se realizó la serotipificación mediante 
aglutinación en latex. A continuación, se utilizó un modelo murino de infección por S. 
agalactiae, donde se evaluó el porcentaje de recuperación bacteriana de los distintos 
serotipos de S. agalactiae mediante hisopados vaginales y siembras en strep B carrot 
brothTM. La expresión de citocinas proinflamatorias fue medida por citometría de flujo 
con el kit BDTM Cytometric Bead Array y la activación de la respuesta inmune humoral 
fue evaluada mediante la técnica de ELISA. Se identificaron 5 serotipos de S. agalactiae 
Ib, II, III, IV y V. Se encontró una diferencia altamente significativa (p=0.0014) en la 
capacidad de colonización de cada serotipo, siendo el III y IV los que mejor establecían 
la infección al día 5, seguidos por el II, V y Ib. El día 15 el único serotipo que seguía 
siendo detectable era el Ib. Los perfiles de expresión de las citocinas variaron después de 
la infección con los distintos serotipos. La IL-6 presentó variaciones significativas al día 
5 (p=0.036), la IL-10 los días 5 (p=0.0017) y 15 (p=0.0225), MCP-1 el día 5 (p=0.0197), 
por su parte, IFN- tuvo variaciones los días 5 (p=0.0388) y 15 (p=0.0399), mientras que 
TNF-α y la IL-12p70 no presentaron variaciones significativas entre los grupos. Se 
observó una diferencia significativa (p=0.0349) en los niveles de IgG total después de la 
infección con distintos serotipos. Los serotipos III y V presentaron una disminución de 
IgG total, mientras que el Ib, II y IV no mostraron variaciones con respecto al grupo 
control. Lo anterior en conjunto respalda la idea de que los serotipos de S. agalactiae 





Streptococcus agalactiae is a worldwide distribution bacterium, which inhabits the 
human vaginal cavity, it is important because is the main cause of neonatal infection. It 
is extremely difficult to replicate the complex interactions among factors that exist in 
vaginal environment in an animal model, but nevertheless, bacterian-persistence murine 
models in cervicovaginal tract have produced useful results and allowed to study 
interactions between microbiome and host. The aim of the present study was to 
determine the variations in differential expression  of pro-inflammatory cytokines in a 
murine model of infection by different S. agalactiae serotypes. To test this, the bacteria 
was isolated from the available samples in laboratory and identified by conventional 
biochemical tests, finally the serotyping was done by latex agglutination test. Then, a 
murine model of S. agalactiae infection was used, where the percentage of bacterial 
recovery of the different serotypes of S. agalactiae was evaluated by vaginal swabs 
which were then inoculated in strep B carrot brothTM. Proinflammatory cytokine 
expression was measured by flow cytometry with the BDTM Cytometric Bead Array kit 
and activation of humoral immune response was assessed by ELISA. Five serotypes of 
S. agalactiae Ib, II, III, IV and V were identified. A highly significant difference (p = 
0.0014) was found in the colonization capacity of each serotype, with III and IV being 
the ones that best established infection at day 5, followed by II, V and Ib. At day 15 the 
only serotype that was still detectable was Ib. The cytokine expression profiles varied 
after infection with the different serotypes. IL-6 showed significant variations at day 5 (p 
= 0.036), IL-10 at days 5 (p = 0.0017) and 15 (p = 0.0225), MCP-1 at day 5 (p = 
0.0197), IFN- at days 5 (p = 0.0388) and 15 (p = 0.0399), while TNF-α and IL-12p70 
did not show significant variations between the groups. A significant difference (p = 
0.0349) was observed in total IgG levels after infection with different 
serotypes.Serotypes III and V showed a decrease in total IgG, while Ib, II and IV 
showed no variation with respect to the control group. Taken together, these findings 







Streptococcus agalactie también conocido como estreptococo del grupo B provoca una 
hemólisis de tipo β, pertenece a las bacterias Gram-positivas y es una causa principal de 
infecciones neonatales. S. agalactiae comúnmente coloniza la región gastrointestinal 
baja y los tractos genitales, razón por la cual durante el embarazo los neonatos se 
encuentran en riesgo de infección. A pesar de que la profilaxis con antibióticos durante 
el parto ha disminuido la incidencia de infecciones neonatales tempranas, no ha logrado 
prevenir la infección ascendente que ocurre en etapas tempranas del embarazo y que 
posteriormente da lugar a nacimientos prematuros, mortinatos o infecciones neonatales 
de inicio tardío. (Vornhagen et al. 2017). La mayoría de los nacimientos prematuros son 
debido a infecciones microbianas (Romero et al. 2014) y aproximadamente 10% son 
atribuibles a infección causada por S. agalactiae (Han et al. 2009).   
Streptococcus agalactiae se encuentra asociado con enfermedades invasivas neonatales 
tales como sepsis, neumonía y meningitis, las cuales en conjunto afectan alrededor de 
2000 neonatos cada año en Estados Unidos. Las tasas de colonización vaginal de la 
madre por S. agalactiae son similares en los países desarrollados y en aquellos en vías 
de desarrollo, ubicándose entre un 8 y 18%, con un promedio estimado en 12.7% (Patras 
et al. 2015). 
La transmisión transversal de la infección en el útero o durante las labores de parto 
requiere de la supervivencia de S. agalactiae en diversos ambientes del huésped y una 
evasión del sistema inmune (Patras et al. 2013). Una vez que S. agalactiae penetra las 
barreras celulares para alcanzar el torrente sanguíneo o tejidos profundos, una más 
amplia respuesta inmune es activada para eliminar la infección, en la cual las células 
fagocíticas del huésped como macrófagos y neutrófilos juegan un papel crucial. La 
eliminación de S. agalactiae por las células inmunes depende de la opsonización 
mediante anticuerpos específicos o por complementos séricos, factores que pueden ser 
deficientes cualitativa y cuantitativamente en recién nacidos, especialmente aquellos 
nacidos prematuramente (Maisey, 2008). 
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Sin embargo, no se conocen a profundidad cuáles son los factores tanto del huésped 
como de la bacteria que influyen en la colonización de la vagina por S. agalactiae. 
Es muy complicado tratar de replicar con fidelidad la compleja interacción de los 
factores que actúan en el ambiente de la vagina humana en un modelo experimental. Sin 
embargo, los modelos murinos de persistencia bacteriana en el tracto cervicovaginal 
previamente han producido resultados útiles y permiten un estudio de las interacciones 


















El desarrollo de las enfermedades bacterianas siempre ha estado relacionado con una 
incesante lucha entre el sistema inmune del hospedero tratando de eliminar la infección 
bacteriana, mientras que en el polo opuesto encontramos a la bacteria tratando de 
sobrevivir y evadir los mecanismos de defensa. La gran mayoría de las bacterias no 
provoca ningún tipo de enfermedad, incluso muchas son benéficas y necesarias, sin 
embargo, unas pocas cuentan con la habilidad de provocar enfermedades. Justo en 
medio de esta marcada polaridad existe un grupo de bacterias que puede coexistir con el 
humano, pero que bajo las condiciones apropiadas puede provocar una patología. Los 
estreptococos son un excelente ejemplo de esta clase de microbios. (Mitchell 2003).  
Usualmente los estreptococos pertenecen a la microbiota de humanos y distintas 
especies de animales. Aparecen, por ejemplo, en la piel, boca, intestinos y tracto 
respiratorio, la mayoría causa infecciones oportunistas, sin embargo, algunos son 
virulentos, lo que significa que pueden causar serias infecciones a pesar de los 
mecanismos de defensa del hospedero (Baron 1996). Lo anterior resalta la necesidad de 
comprender mejor sus mecanismos de acción y biología. 
2.1 Género Streptococcus 
Las bacterias del género Streptococcus son catalasa-negativa, cocos Gram-positivos de 
menos de 2 μm que tienden a crecer en cadenas en medio líquido. La mayoría de las 
especies del género tiene un bajo contenido de G+C en su DNA, con un rango entre 34 y 
46%. La composición de la pared celular es típica de las bacterias Gram-positivas y 
consiste principalmente de peptidoglicano con glucosamina y ácido murámico. Una 
variedad de carbohidratos y antígenos proteínicos de superficie. El ácido teicoico está 
anclado a la pared celular y junto con otras características es responsable de las 
diferencias entre las distintas especies de estreptococos. Algunas de las especies de 
estreptococos son anaerobias facultativas y algunas son anaerobias obligadas 
(Versalovic et al. 2011), ya que carecen del compuesto de Hem y por lo tanto son 





El género Streptococcus comprende actualmente más de 100 especies, un número que en 
los próximos años aumentará gracias a las técnicas de secuenciación de nueva 
generación. Los estreptococos son Firmicutes del orden Lactobacillales y pertenecen a la 
familia Streptococcaceae (Spellerberg y Brandt 2015). 
La identificación de las especies de estreptococos se basa en distintos factores como la 
reacción de hemólisis, tamaño que presenta la colonia y la presencia de los antígenos de 
Lancefield (Tabla 1), por tal motivo surgen diversas limitaciones para una identificación 
con un alto grado de precisión, sin embargo, este sistema continúa siendo muy valioso y 
utilizado en el sector salud, ya que las características anteriores al ser combinadas con 
cuadros clínicos causados por diferentes especies permiten una primera distinción de una 
amplia variedad de estreptococos que es sumamente útil para seleccionar pruebas 
posteriores y guiar tratamientos (Spellerberg y Brandt 2015). Los estreptococos pueden 
dividirse en alfa, beta y gamma según el tipo de actividad hemolítica que presentan   
(Figura 1) (Versalovic et al. 2011). 
 
Figura 1. Tipos de hemólisis en placas de agar sangre (Maben 2014). a) La alfa presenta una zona de 
tonalidad verde alrededor del crecimiento bacteriano, la cual es ocasionada por una lisis incompleta de los 
eritrocitos. b) La beta se caracteriza por una zona clara de hemólisis alrededor del crecimiento de la 





La diferenciación clásica de estreptococos separa al grupo betahemolítico de las especies 
que no son betahemolíticas. Los estreptococos betahemolíticos, también conocidos como 
estreptococos piogénicos, incluyen especies que son patógenas de humanos como S. 
pyogenes, S. agalactiae (el antígeno B se limita a S. agalactiae), S. dysgalactiae 
subespecies equisimilis y un número de especies de interés veterinario (Spellerberg y 
Brandt 2015). 
Tabla 1. Características fenotípicas de los estreptococos (Spellerberg y Brandt 2015). 
 
2.3 Streptococcus agalactiae 
 
Streptococcus. agalactiae fue identificado por primera vez en 1887 como el agente 
causal de la mastitis bovina (Vornhagen et al. 2017). En 1935, se identificó en frotis 
vaginales (Lancefield 1935) y se descubrió como un patógeno humano en 1938, este 
evento fue muy importante debido a que previamente todas las infecciones 
estreptocócicas graves en ese entorno habían sido atribuidas al estreptococo del grupo A 
(Fry 1938). 
La enfermedad causada por S. agalactiae, también referido como estreptococo del grupo 
B de Lancefield, emergió en la década de los 70s como una causa principal de 
morbilidad y mortalidad neonatal en los Estados Unidos (Melin y Efstratiou 2013). Los 
ensayos clínicos a mediados de los 80s demostraron que la profilaxis con antibióticos 
 6 
 
durante la labor de parto a madres colonizadas con S. agalactiae fue altamente efectiva 
en prevenir la enfermedad en recién nacidos (Boyer y Gotoff 1986). A pesar de los 
resultados obtenidos la estrategia no fue implementada de forma inmediata en todas las 
madres afectadas (Schrag et al. 2000). En 1989 Los Centros para Control y prevención 
de Enfermedades (CDC) establecieron una vigilancia activa para la infección por S. 
agalactiae (Hirvonen 2017). En la década de los 90s, del 4 al 6% de los recién nacidos 
afectados murieron de infección. Los infantes sobrevivientes comúnmente desarrollaron 
discapacidades como retraso mental, pérdida de la vista o audición. Posteriormente se 
evaluó el costo beneficio de las estrategias de prevención (Mohle-Boetani et al. 1993). 
En 1996 se creó un lineamiento para la prevención de la infección perinatal por S. 
agalactiae emitido por la Academia Americana de Pediatría (1997), Colegio Americano 
de Obstetras y Ginecólogos (1996) y por los CDC (Schuchat et al. 1996). El lineamiento 
se basaba en un monitoreo que permitiera identificar candidatas para el tratamiento 
profiláctico con antibióticos, mujeres que presentaran factores de riesgo durante la labor 
de parto por ejemplo fiebre, ruptura prolongada de las membranas o un inminente parto 
prematuro. Todas las mujeres eran monitoreadas por la infección con S. agalactiae entre 
la semana 35 y 37 de gestación, y el tratamiento profiláctico era ofrecido a las 
portadoras (Schrag et al. 2000). S. agalactiae se ha mantenido como una causa central de 
morbilidad y mortalidad en Norte América, Australia y Europa (Melin y Efstratiou 
2013). La incidencia de la infección por S. agalactiae también es elevada entre mujeres 
de edad avanzada (Schrag et al. 2000).  
2.4 Características de S. agalactiae 
Streptococcus agalactiae, es un coco Gram-positivo encapsulado que existe en pares de 
cadenas cortas, presenta una hemólisis beta débil (Hirvonen 2017) (Figura 2). Comparte 
un antígeno común, el antígeno del grupo B de Lancefield y cuenta con un polisacárido 
capsular (CPS) que sirve para clasificarlo en 10 serotipos, con características antigénicas 
particulares los cuales se clasifican como Ia, Ib, II-IX (Baker 2000; Slotved et al. 2007). 
La cápsula presente en S. agalactiae es uno de sus mayores factores de virulencia, la 
cual ayuda a que la bacteria sea capaz de evadir las defensas del hospedero al interferir 
con la actividad fagocítica de las células inmunes, excepto en presencia de anticuerpos 
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específicos (Melin y Efstratiou 2013). Una pequeña proporción de cepas ha sido 
identificada como no-tipificables, dicha porción representa un 1% de los aislados de 
infección neonatal invasiva y un 8% en aislados de colonización vaginal, estos datos 
fueron obtenidos gracias a los estudios de “The DEVANI european project” (Rodríguez-
Granger et al. 2012). Los aislados no tipificables muy probablemente se convertirán en 
serotipos nuevos, así como ocurrió con el serotipo IX, el cual fue descrito hasta el año 
2007. 
 
Figura 2. Streptococcus agalactiae (Hirvonen 2017). Cultivo puro en placas de agar sangre. 
2.5 Antígeno de Lancefield 
Rebecca Lancefiel originalmente definió dos carbohidratos antigénicos en la pared 
celular de S. agalactiae: el antígeno específico del grupo B (GBC) común en todas las 
cepas y el antígeno capsular (Lancefield 1934). La compleja estructura de GBC basada 
en el arreglo de 4 diferentes oligosacáridos (rhamnosa, galactosa, N-acetilglucosamina y 
glucitol) fue resuelta en una serie de estudios a finales de los 80s (Michon et al. 1987, 
1988). Después se demostró que el polisacárido capsular y GBC estaban covalentemente 




Figura 3. Estructura del carbohidrato del grupo B (Caliot et al. 2012). El carbohidrato se encuentra 
unido al N-acetil murámico (NAM), un componente del peptidoglicano. 
2.6 Polisacárido capsular  
 
El polisacárido capsular que encapsula a S. agalactiae es un factor de virulencia, cuenta 
con múltiples residuos de ácido siálico, los cuales permiten clasificarlo en serotipos, a la 
fecha 10 han sido identificados, siendo el IX el más reciente (Slotved et al. 2007) 
(Figura 4) (Cieslewicz et al. 2005; Paoletti y Kasper 2003). Existen diversos métodos 
para identificar los serotipos, por ejemplo: aglutinación en látex y PCR multiplex 
(Imperi et al. 2010). Los serotipos más comunes a nivel global son Ia, Ib, II, III y V.  
El polisacárido capsular es codificado en el locus cps y está compuesto de 16-18 genes 
(Cieslewicz et al. 2005). Los genes cpsA a F se encuentran localizados en un extremo 
distal a los cpsL, NeuB, D, A y C en el otro, estos genes se encuentran altamente 




Figura 4. Unidades estructurales del polisacárido capsular de S.agalactiae. (Lin et al, 2018). El 
polisacárido se clasifica en 3 clases dependiendo de la similitud de sus estructuras químicas y las enzimas 
implicadas en el ensamble de las unidades de repetición. (A) clase 1: la unidad de repetición consiste en 
dos azúcares que contienen un enlace β (1-3). Clase 2: la unidad de repetición consiste en 3 azúcares que 
contienen un enlace β (1-6). Clase 3: no tiene similitud con ningún otro serotipo. 
2.7 Patogénesis de S. agalactiae 
Streptococcus agalactiae es una bacteria que se encuentra distribuida a nivel global y es 
la responsable directa de la infección neonatal temprana y uno de los programas de 
prevención más relevantes de la medicina perinatal (Figueroa et al. 2007). S. agalactiae, 
junto con Listeria monocytogenes y las enterobacterias, son la justificación para la 
aplicación del tratamiento de antibióticos (ampicilina-aminoglucósidos) para la sepsis 
neonatal temprana (Baker y Edwars 1995). 
El proceso de infección humana por S. agalactiae es complejo y multifactorial. La 
patogénesis es mejor comprendida desde un punto de vista evolutivo de la relación 
existente entre la bacteria y su hospedero. La presión selectiva ha obligado a la bacteria 
a establecer una colonización transitoria o de larga duración en el humano y por lo tanto 
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asegurar una transmisión exitosa a un nuevo individuo que sea susceptible (Nizet et al. 
2000). 
Las complejas interacciones de la bacteria y el recién nacido que llevan a la 
manifestación de la enfermedad pueden ser divididas en varias categorías importantes 
(Tabla 2). El carácter multifuncional de los diversos factores de virulencia de S. 
agalactiae, representa un gran desafío para los mecanismos de defensa inmunitaria que 
no se encuentran del todo desarrollados en el recién nacido. Se ha identificado que en 
particular el polisacárido capsular, el cual permite al microorganismo evadir 
mecanismos de defensa como la fagocitosis (Hood et al. 1961) y la hemolisina secretada 
son de gran importancia para la virulencia (Palacios et al. 2017). 
 
Tabla 2. Factores de virulencia de S. agalactiae y su papel en la transición de colonización a 
enfermedad invasiva (Palacios et al. 2017). 
 
La infección neonatal por S. agalactiae comienza con una colonización asintomática del 
tracto genital femenino. Aproximadamente entre 20-30% de mujeres sanas se encuentran 
colonizadas en el recto o la vagina por esta bacteria, lo que posteriormente da lugar a un 
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porcentaje elevado de niños colonizados por la bacteria (50-70%) que nacieron de las 
mujeres infectadas (Baker y Edwards 2001).  
La infección neonatal por S. agalactiae se presenta en dos formas: aparición temprana y 
aparición tardía. Las infecciones de aparición temprana se clasifican 
epidemiológicamente por una aparición antes de los 7 días de edad, pero presenta una 
media de aparición de entre 6-8 h de vida del neonato, dando lugar a neumonía y falla 
respiratoria, las cuales suelen complicarse debido a la infección en el torrente sanguíneo 
y septicemia (Doran y Nizet 2004). La infección ascendente es la ruta ampliamente 
aceptada por la cual las bacterias presentes en la vagina se desplazan a través del cérvix 
hacia dentro del útero y penetran los tejidos gestacionales. (Figura 5). Una vez que S. 
agalactiae ha invadido la cavidad amniótica o entrado en contacto con la placenta existe 
el potencial para una corioamnionitis o inflamación de las membranas de la placenta que 
es asociada comúnmente con nacimientos prematuros y mortinatos (Romero et al. 2014), 
alternativamente la infección puede ocurrir por la aspiración de fluidos vaginales 
infectados durante el nacimiento (Doran y Nizet 2004). En contraste la infección tardía 
ocurre en infantes mayores de 7 días de edad, con síntomas graduales relacionados a la 
bacteriemia, sin compromiso pulmonar y una alta incidencia de meningitis (Baker y 
Edwards 2001). Una gran interrogante es ¿Cómo una bacteria inmóvil es capaz de subir 
hasta el útero mientras evade las respuestas inmunes del hospedero?  
 
Figura 5. Infección ascendente por Streptococcus agalactiae (Vornhagen et al. 2017). La colonización 
vaginal incrementa el riesgo de infección ascendente durante el embarazo. La infección involucra el 
tráfico de bacterias desde la vagina que en últimas instancias lleva a la invasión bacteriana de las 
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membranas de la placenta (corion y amnios), la cavidad amniótica y finalmente el feto. Streptococcus 
agalactiae expresa diversos factores de virulencia que promueven la colonización vaginal, adhesión e 
invasión de las células del hospedero y por lo tanto activación o supresión de las respuestas inflamatorias. 
En 2016, el grupo de Vornhagen et al, encontró que la actividad de la hialuronidasa 
permite a S. agalactiae subvertir las respuestas inmunes uterinas, dando lugar a un 
mayor número de infecciones ascendentes y partos prematuros, más tarde el mismo 
grupo describió que S. agalactiae induce exfoliación epitelial la cual se asocia con 
infección ascendente de un nicho comensal a uno invasivo (Figura 6) (Vornhagen et al. 
2018). 
 
Figura 6. Modelo de exfoliación epitelial inducida por S. agalactiae e infección ascendente 
(Vornhagen et al. 2018).  Después de la colonización por S. agalactiae, las integrinas son activadas 
directa o indirectamente por la bacteria. La activación de las integrinas induce la fosforilación de FAK, 
que a su vez fosforila AKT, el cual fosforila GSK3β. Mientras las uniones adherentes se rompen, β- 
catenina es liberada en el citoplasma. En su forma desfosforilada, GSK3β marca a β-catenina para su 
degradación, así previene la estabilización de la molécula, translocación al núcleo y su señalización. Sin 
embargo, cuando se encuentra fosforilada, no puede marcar a la β-catenina, dando lugar a su estabilización 
y transporte nuclear. Una vez en el núcleo la β-catenina estimula la expresión de diversos genes, 
incluyendo aquellos que desencadenan la transición epitelial a mesenquimal (EMT) y la exfoliación 
epitelial. En lugar de eliminar a S. agalactiae, la exfoliación permite la diseminación de la bacteria a 
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través de la pérdida de función de barrera. Esto lleva a un incremento en la infección ascendente, la cual 
aumenta las tasas de resultados adversos durante el embarazo y partos prematuros. 
2.8 Enfermedad de inicio tardío, tardío  
 
Se ha identificado otra forma de infección que se presenta después de los 90 días de vida 
y es causada principalmente por los serotipos III, Ia y V. Ocurre principalmente en 
lactantes que fueron prematuros, es decir que nacieron antes de las 32 semanas de 
gestación, también se ha observado en aquellos que permanecieron por un largo periodo 
de tiempo hospitalizados después del parto y en los que tienen alguna 
inmunodeficiencia, como son los infectados por el VIH, debido al estado de supresión 
inmune en que se encuentran. Clínicamente es similar a la enfermedad de inicio tardío, 
pudiendo presentarse una bacteriemia, meningitis, osteoartritis, celulitis, adenitis, etc. Su 
letalidad es menor del 5% (Pannaraj y Baker 2014; Wilson y Vaudry 1990). 
2.9 S. agalactiae en adultos    
Las infecciones causadas por S. agalactiae son notablemente más comunes en recién 
nacidos, pero también pueden causar infecciones en adultos, en los cuales puede 
provocar infección del tracto urinario, sepsis, artritis, neumonía y meningitis. Las 
personas de edad avanzada y aquellas con alguna enfermedad crónica, como la diabetes, 
cáncer o VIH, se encuentran más expuestas a sufrir severas infecciones causadas por S. 
agalactiae (Hirvonen 2017). Los síntomas de la enfermedad dependen 
significativamente de qué parte del cuerpo esté infectada.  
Streptococcus agalactiae se encuentra implicada en diversas presentaciones clínicas, por 
ejemplo: infecciones de tejido blando y piel, así como infecciones del tracto urinario 
(Kerneis et al. 2017). La preocupación por la infección en adultos ha crecido en el 
ámbito clínico y se ha convertido en un centro de atención en salud pública, ya que la 
prevalencia de la bacteria ha aumentado debido a factores de riesgo como la diabetes y 
la vejez (Collin et al. 2019), lo cual implica aumentos considerables en los costos de 
programas sociales y de salud (Badia et al. 2017). Un reporte reciente encontró que S. 
agalactiae es un agente causal de un amplio rango de infecciones asociadas con el 
sistema de salud, entre las que destacan cesárea, cirugía vascular, ortopedia y cirugías de 
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busto (Collin et al, 2019). Lo cual se vuelve de interés debido a la normalidad con que se 
realizan estos procedimientos. 
2.10 Serotipos  
Los serotipos difieren en su potencial de virulencia. El serotipo III por ejemplo está 
asociado con una gran proporción de enfermedad en neonatos, particularmente la 
enfermedad de aparición tardía, la cual se presenta entre los 7 y 89 días de edad (Kapatai 
et al. 2017). En 1974, en países desarrollados se demostró que, si bien todos los 
serotipos de S. agalactiae eran capaces de causar infección neonatal, los aislamientos del 
serotipo III habían incrementado significativamente entre los neonatos con meningitis 
causada por este microorganismo (Baker y Barret 1974). 
Adicionalmente el serotipo III se encuentra fuertemente asociado con casos de 
meningitis neonatal (Kapatai et al. 2017). La mayoría de los aislados del serotipo III 
pertenecen a una secuencia multilocus que está asociada con un mal pronóstico en el 
desenlace de la enfermedad (Bolger et al. 2014). 
Una asignación precisa de los serotipos es importante particularmente para evaluar la 
distribución de serotipos en la cobertura de las vacunas y estudios de vigilancia post-
vacunación (Kapatai et al. 2017). En un estudio realizado en el 2000 se encontró que el 
serotipo III y el Ia son los más frecuentes, representando un 75% de los aislados 
serotipificados. El serotipo V (9%) fue el siguiente con más frecuencia (Figura 7) 





Figura 7. Distribución de serotipos de S. agalactiae (Andrews et al. 2000). Aislados colectados de 
enero de 1997 a diciembre de 1999, como parte del programa de vigilancia de resistencia antimicrobiana. 
NT, no-tipificable. 
En EUA y Europa, los serotipos de S. agalactiae que causan enfermedad grave 
(conocida como invasiva) son predominantemente los Ia, Ib, II, III y V (Palacios et al. 
2017). Una revisión global reciente de aislamientos invasivos demostró que el serotipo 
III es el más frecuentemente identificado en todas las regiones que disponen de datos 
(48.9%), seguido por los serotipos Ia (22.9%), V (9.1%), Ib (7%) y II (6.2%) (Le Doare 
y Heath 2013). 
Debido a que el serotipo III causa más de dos tercios de los casos de enfermedad 
neonatal por S. agalactiae, la serotipificación fue propuesta como un método para 
predecir el riesgo de enfermedad grave o invasiva (del Pilar et al. 2014; Phares et al. 
2008; Palacios et al. 2007). Sin embargo, el serotipo III también es aislado 
frecuentemente en recién nacidos colonizados asintomáticamente, otros serotipos 
diferentes del III son aislados a menudo en la enfermedad de inicio temprano y hasta en 
un 10-15% de los casos las cepas han sido registradas como no-tipificables (Palacios et 
al. 2017). Sin embargo, la distribución de los serotipos cambia constantemente (Farley y 
Strasbaugh 2001). A diferencia de los datos obtenidos en EUA y Europa, en mujeres 
japonesas embarazadas se encontró una colonización predominante de los serotipos VI y 
VIII (Lachenauer et al. 1999), mientras que la enfermedad invasiva era causada 
principalmente por el serotipo VIII en un estudio realizado en Dinamarca (Ekelund et al. 
2003). La distribución de serotipos tanto de cepas colonizadoras como invasivas se 
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encuentra en constante evolución y demuestra variación no solo regional sino también 
temporal (Sendi et al. 2008). 
2.11 Transmisión 
  
Se cree que S. agalactiae puede ser transmitido de persona a persona por múltiples rutas, 
por ejemplo, la fecal-oral, sexual y la transmisión vertical (Manning et al. 2004). Por 
otra parte, en la misma mujer, la proximidad de la vagina y el recto puede permitir el 
tráfico de la bacteria desde el microbioma intestinal hacia la vagina, aunque sigue sin 
comprenderse como realiza el proceso una bacteria inmóvil. Una vez que S. agalactiae 
entra en la vagina, la colonización requiere que la bacteria supere diversos retos, por 
ejemplo: barreras físicas creadas por el moco y las capas epiteliales, bajo pH, péptidos 
antimicrobianos, anticuerpos, células inmunes y el microbioma vaginal que es dominado 
predominantemente por el género Lactobacillus. (Vornhagen et al. 2017). A pesar de 
que tanto el ganado como los humanos constituyen reservorios naturales para la bacteria, 
se desconoce la especificidad del hospedero. Recientemente, se identificó mediante 
análisis filogenéticos que la transmisión horizontal y bidireccional entre humanos y 
ganado es altamente probable y que algunos casos de mastitis bovina son probablemente 
de origen antroponótico (Sørensen et al. 2019). Sin embargo, la transmisión horizontal 
no se limita a ganado, y puede abarcar especies como (Figura 8). 
 
Figura 8. Transmisión horizontal de S. agalactiae (Morach et al. 2018). Diversas cepas han sido 
detectadas en muestras de más de una especie, indicando una transmisión interespecies. La imagen 





Múltiples métodos para identificar y caracterizar a S. agalactiae con fines 
epidemiológicos y terapéuticos han sido descritos (Imperi et al. 2010). Los cuales 
incluyen serotipificación basada en el polisacárido capsular, tipificación de proteínas de 
superficie, tipificación de secuencias multilocus (MLST), análisis de repeticiones en 
tándem de número variable de multilocus (MLVA) y más recientemente ensayos 
utilizando CRISPR. (Furfaro et al. 2018). 
Streptococcus agalactiae puede ser diagnosticado a partir de muestras clínicas de 
diferentes maneras. El cultivo es el método más utilizado para identificar a la bacteria, 
Sin embargo, también se pueden utilizar diversas técnicas moleculares. Mientras que los 
ensayos inmunológicos pueden ser usados principalmente para la identificación 
presuntiva de S. agalactiae (Baron 1996; Hirvonen 2017). 
Streptococcus agalactiae es generalmente detectada de muestras cultivadas. Puede 
crecer tanto en placas de agar como en medio líquido de crecimiento. Usualmente se 
utiliza el medio agar sangre para poder identificar si existe una hemólisis de tipo beta. 
Su temperatura óptima de crecimiento es alrededor de 37°C (Versalovic et al. 2011). 
Puede crecer a partir de muestras en agar sangre no-selectivo. El uso de medio de 
crecimiento selectivo que contenga antibióticos, que inhiban el crecimiento de otras 
bacterias, incrementa la especificidad de muestras genitales y rectales (Eschenbach 
2017). El cultivo generalmente es hecho utilizando la técnica de estría en placa, la cual 
es utilizada para aislar colonias individuales (Hirvonen et al. 2017). Después de la 
inoculación el medio de crecimiento es incubado a 35°C-37°C de 18 a 24 h (Versalovic 
et al. 2011). 
El estreptococo puede ser identificado a partir de placas de cultivo, mediante pruebas 
como ELISA, inmunoensayo antigénico de Lancefield, CAMP, catalasa, hipurato y 
pruebas de aglutinación de latex. El agrupamiento de Lancefield es una forma confiable 
de identificar a S. agalactiae, ya que es la única especie de estreptococo que presenta el 
antígeno de Lancefield en su superficie (CDC, 2017). La prueba de CAMP puede ser 
utilizada para la identificación presuntiva de la bacteria ya que la mayoría de los aislados 
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de S. agalactiae producen una proteína extracelular llamada factor CAMP. La hemólisis 
beta de Staphylococcus aureus y el factor CAMP de S. agalactiae lisan a los eritrocitos 
de forma sinérgica, por tal motivo es posible observar una hemólisis beta potenciada 
sobre placas de agar sangre (Versalovic 2011; Picard y Bergeron 2004). S. agalactiae 
tiene la habilidad de hidrolizar el hipurato, sin embargo, no es la única especie de 
estreptococo que puede hacerlo, por lo tanto, esta prueba solo puede ser utilizada como 
identificación presuntiva (Versalovic et al. 2011). A pesar de que se cree que el cultivo 
es el estándar de oro para el diagnóstico, no es 100% sensible y resultados falso negativo 
pueden ocurrir debido a que otras bacterias de la muestra pueden inhibir el crecimiento 
de S. agalactiae, incluso en un medio selectivo (Meehan et al. 2015).  
Debido a que no existe una vacuna disponible comercialmente contra S. agalactiae (de 
Zoysa et al. 2012), un diagnóstico rápido es importante y por lo tanto existe una 
necesidad por un método de detección rápido y específico. Existen múltiples kits de 
PCR comerciales que actúan sobre diversos genes como dltR, sip, cfb, y cylB para la 
detección de S. agalactiae. Su sensibilidad y especificidad es superior al 90% (Meehan 
et al. 2015; Alfa et al. 2010; Burke et al. 2016), adicionalmente la PCR es mucho más 
rápida que el cultivo ya que da un resultado en alrededor de 2 horas a partir de la 
recepción de las muestras (Burke et al. 2016). Otra prueba basada en ácidos nucleicos es 
LAMP, donde el DNA es amplificado a 60-65°C sin ciclos térmicos. La prueba actúa 
sobre distintos genes, por ejemplo, cfb y sip. su sensibilidad y especificidad es mayor a 
la PCR, alcanzando un 95% de especificidad, además tarda entre 45 y 75 minutos en 
emitir un resultado (McKenna at al. 2017; Acharya 2015). 
2.13 Tratamiento 
 
Grandes esfuerzos se han dirigido hacia la prevención de la infección por S. agalactiae. 
las recomendaciones actuales se centran en el monitoreo de la madre para buscar a la 
bacteria y en la profilaxis con antibióticos intraparto (ACOG 2011). El tratamiento 
depende de la enfermedad que apareció debido a la infección por S. agalactiae, la 
bacteria se trata con antibióticos como la penicilina o ampicilina, según el reporte 
realizado por los CDC en 2017. La profilaxis con antibióticos intraparto ha demostrado 
ser altamente eficiente para prevenir la transmisión del patógeno al recién nacido, sin 
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embargo, se ha reportado que, a pesar de recibir el tratamiento de forma adecuada, las 
complicaciones por S. agalactiae aparecerán en algunas ocasiones de forma inevitable 
(Kao et al. 2019). 
Recientes esfuerzos se han enfocado en la vacunación de la madre contra S. agalactiae, 
lo cual también tendría beneficios en el neonato (Donders et al. 2016). La colonización 
de la madre ha sido asociada con diversos problemas de salud como fiebre, 
corioamnionitis, endometritis, complicaciones en cesárea e infecciones post quirúrgicas 
(Edwards et al. 2019). 
En un estudio publicado por Edwards et al. en 2019 se analizaron los datos históricos de 
60,029 pacientes entre 2003 y 2015. Los datos muestran que un 21.6% de la población 
se encontraba colonizada por S. agalactiae y 0.1% desarrolló enfermedad invasiva. La 
colonización se encontró asociada con las madres de menor edad, raza negra, etnicidad 
















Tabla 3. Características clínicas y demográficas por estado de S. agalactiae (Edwards et al. 2019). 
 
A pesar de los distintos enfoques, no ha sido posible eliminar la infección neonatal, 
debido a que las estrategias de prevención no toman en cuenta el riesgo de una infección 
ascendente, la cual puede ocurrir potencialmente en cualquier momento del embarazo, 
llevando a un embarazo prematuro o a un mortinato. (Lawn et al. 2017) El monitoreo de 
la región recto vaginal en mujeres embarazadas y la profilaxis intraparto con antibióticos 
a las mujeres positivas es una de las principales opciones preventivas. Sin embargo, la 
estrategia presenta algunas limitaciones por lo que existe una necesidad de enfoques 
alternos. Recientemente se ha reportado que el consumo de Lactobacillus salivarius 
CECT9145 parece ser un eficiente método para reducir el número de mujeres 
embarazadas positivas para S. agalactiae (Martin et al. 2019). 
2.14 Epidemiología  
 
La aplicación de herramientas moleculares a problemas epidemiológicos se ha vuelto 
cada vez más popular e importante para los proveedores de servicios de salud, 
científicos e investigadores de diferentes áreas. La epidemiología molecular puede ser 
utilizada para examinar patrones de enfermedades, investigar brotes, describir la 
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transmisión, dinámica de las poblaciones, entender la evolución, patogénesis y para 
identificar organismos no cultivables (Foxman y Riley 2001; Skuce y Neill 2001). 
Análisis recientes sugieren una tasa de colonización a nivel global en mujeres 
embarazadas de 18%, con variaciones regionales desde 11 hasta 35%. Los países en el 
sur y este de Asia tienen reportadas las prevalencias más bajas (11 a 12.5%), mientras 
que el Caribe cuenta con la prevalencia más alta (34.7%) (Russell et al. 2017). La 
estimación de enfermedad neonatal a nivel mundial es de 0.49 por cada 1000 
nacimientos, con la incidencia más alta en África 1.12 por cada 1000 nacimientos y la 
más baja en Asia con 0.30 por cada 1000 nacimientos (Madrid et al. 2017). Cinco 
serotipos (Ia, Ib, II, III y V) comprenden aproximadamente el 97% de los problemas 
causados por la bacteria, sin embargo, es importante estudiar todos debido a que la 
dinámica de los serotipos tiene el potencial de cambiar (Furfaro et al. 2018). 
2.15 Epidemiología en México 
 
Las cifras de infección neonatal en México por S. agalactiae son bajas (Reyna et al. 
2005). En la década de los 80s se identificaron los primeros casos de mujeres 
colonizadas en nuestro país (Collado et al. 1981), sin embargo, eso no fue suficiente para 
comenzar a buscar al patógeno de forma intencional. Los pocos estudios publicados 
sobre el tema presentan una elevada variabilidad entre ellos (Tabla 4), dificultando la 
obtención de datos concluyentes sobre la epidemiología en el país. 
Tabla 4. Prevalencia de colonización ocasionada por S. agalactiae en mujeres embarazadas 




Las tasas de colonización en Latinoamérica oscilan entre el 2 y 20.4% (Reyna-Figueroa 
et al. 2008; SLIPE 2014; Palacios et al. 2017), mientras que la infección neonatal grave 
alcanza valores que oscilan entre el 0.3-1% de los recién nacidos vivos. La baja 
incidencia ha provocado que no se utilice de forma rutinaria la profilaxis con 
antibióticos durante el parto, lo cual ayudaría a prevenir la transmisión del patógeno al 
recién nacido (Reyna et al. 2005; Villaseñor et al. 2004). Por otra parte, algunos estudios 
han sugerido porcentajes de colonización vaginal en mujeres embarazadas de hasta un 
20% y una tasa de infección neonatal de 1/1500 recién nacidos vivos con una letalidad 
del 38.5% (Palacios et al. 2017). Una encuesta seroepidemiológica de alcance nacional 
en la que se evaluó la presencia de anticuerpos contra el antígeno del grupo de S. 
agalactiae en mujeres entre los 15 y los 40 años de edad demostró una elevada 
frecuencia de exposición al estreptococo en la población mexicana, con una 
seroprevalencia del 90% (Palacios-Saucedo et al. 2002), lo cual se esperaría de un 
componente de la microbiota del humano. 
2.16 Nuevas estrategias contra S. agalactiae  
 
Durante los últimos años se han logrado múltiples avances en el diagnóstico y 
tratamiento de S. agalactiae, sin embargo, ha continuado siendo un problema de salud 
global. Por tal motivo en el año 2014, la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
convocó al primer encuentro para consultar sobre el desarrollo de una vacuna efectiva 
contra el patógeno (Giersing et al. 2015). La vacunación parece ser la estrategia de 
prevención más prometedora para prevenir la infección por S. agalactiae, sin embargo, 
actualmente no existe ninguna en el mercado. Lo anterior, la falta de especificidad por 
parte de las pruebas de detección actuales y la prevalencia de la bacteria en diversas 
poblaciones resaltan la importancia de desarrollar una vacuna para controlar la infección 
lo antes posible (Lin et al. 2018). Debido a la importancia del polisacárido capsular en la 
patogénesis de S. agalactiae es considerado el principal candidato para el desarrollo de 
la vacuna, basándose en los 5 serotipos de mayor prevalencia 1a, 1b, II, III y V (Madrid 
et al. 2017). Novartis ha desarrollado una vacuna conjugada trivalente (Ia, Ib y III) y 
conducido un ensayo clínico de fase 1b/2 (NCT01193929) en infantes nacidos de 
mujeres inmunizadas con la vacuna (Madhi et al. 2017). En los bebés nacidos de las 
madres inmunizadas el nivel de anticuerpos específicos contra el polisacárido fue mayor 
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al momento de nacer que a los 43 y 91 días, indicando que la inmunización de la madre 
protege a los infantes con transferencia de anticuerpos específicos a través de la 
placenta. Por su parte en 2017, Pfizer comenzó a evaluar una vacuna pentavalente (Ia, 
Ib, II, III y V) en fase clínica 1 en voluntarios sanos (NCT03170609) (Lin et al. 2018). 
 
Lamentablemente no todos son resultados positivos y la estrategia de vacunación aún 
cuenta con diversas limitaciones por ejemplo interferencia inmune con vacunas similares 
como Hemophilus influenzae tipo b, meningococo y vacunas conjugadas de neumococo, 
problemas con el reemplazo y cambio de serotipos, así como una diversa distribución 
entre las regiones geográficas (Teatero et al. 2017). Por otra parte, han aumentado los 
reportes que muestran cepas de S. agalactiae no encapsuladas, lo cual es una limitante 
para el uso de una vacuna contra el polisacárido capsular (Toyofuku et al. 2017). A pesar 
de que existen ciertos problemas sin resolver con respecto a la vacuna, su aplicación es 
la estrategia más prometedora en la prevención de las infecciones por S. agalactiae tanto 
en recién nacidos como en adultos afectados. 
2.16.1 Detección ultra rápida, sensible y cuantitativa en chip de S. agalactiae 
 
El diagnóstico de las infecciones microbianas tradicionalmente se basa en las técnicas de 
cultivo, seguidas por pruebas bioquímicas o de susceptibilidad a antibióticos para así 
tomar decisiones clínicas. Recientemente, se han utilizado pruebas moleculares después 
del enriquecimiento (El-Aila et al. 2011), especialmente, en casos donde una detección 
rápida o tratamiento es necesario. 
Nuevas tecnologías integran la preparación de la muestra y la PCR en un flujo de trabajo 
automatizado con poca manipulación como Xpert® de Cepheid, con un tiempo 
aproximado de 1 h para obtener un resultado (Farrar et al. 2015). El reto para disminuir 
los tiempos de amplificación en PCR depende de los equipos y no de la naturaleza 
química de la reacción, algunos ejemplos de intentos por lograr el objetivo son el uso de 
un fluido oscilatorio (Brunklaus et al. 2012), mezclas de reacción estáticas (Neuzil et al. 
2006) o termalización con base líquida (Wheeler et al. 2011) las cuales han disminuido 
los tiempos de PCR a 15 s (Farrar et al. 2015), sin embargo, no han sido probadas a 
profundidad en la clínica y se desconoce su preciso valor diagnóstico. Por tal motivo, el 
 24 
 
grupo de Cai et al. en 2019 diseñó un chip UF-qPCR de silicón (Figura 9) para la 
detección de S. agalactiae. El monitoreo actual para S. agalactiae es realizado durante la 
última etapa del embarazo, en la semana 35 de gestación, las mujeres positivas reciben 
profilaxis con antibióticos cuando entran en labor de parto. Sin embargo, debido a la 
colonización por parte de la bacteria, S. agalactiae puede aparecer o desaparecer en un 
día, lo que hace que muchas mujeres reciban antibióticos innecesariamente y otras que 
lo necesitan no lo reciban, afectando directamente a la salud de la madre y del recién 
nacido, lo cual resalta la importancia de una técnica para detectar a la bacteria cuando la 
mujer llega al hospital para labor de parto y tomar una decisión correcta sobre 
administrar o no el tratamiento (Cools et al. 2017). 
 
Figura 9. Chip de silicón usado para realizar UF-qPCR (Cai et al, 2019). A) Fotografía del chip de 
silicón con 4 cámaras de reacción, rodeadas por trincheras aislantes. B) Diseño del chip de silicón con un 
reactor aislado de 3600 μm. C) Temperatura contra tiempo del ensayo de referencia qPCR contra UF-
qPCR. El recuadro muestra que la UF-qPCR ha concluido antes de que finalice la desnaturalización inicial 




Un ensayo regular de qPCR toma al menos 1h en completarse, mientras que la prueba         
UF-qPCR en chip tarda aproximadamente 4m 36s. La reducción del tiempo solo fue 
posible al incrementar la concentración de polimerasa y primers (Montgomery et al. 
2013). Es importante resaltar que la velocidad de la reacción no disminuyó la 
especificidad de la prueba. Los resultados obtenidos en el estudio indican que es posible 
cuantificar y detectar ácidos nucleicos de S. agalactiae mediante qPCR en 5m (Cai et al. 
2019). Lo cual de ser incorporado en la clínica tendría un valor incalculable en el 
beneficio a las mujeres afectadas y sus hijos, previniendo el uso innecesario de 
antibióticos, los cuales pueden ser sumamente dañinos en las primeras etapas de la vida 
y por otra parte se eliminarían las decisiones basadas en guías o señalamientos que en 
muchas ocasiones no son precisos y pueden llevar a las personas involucradas en los 
servicios de salud a tomar decisiones erróneas en padecimientos perfectamente tratables.  
2.16.2 Aplicación de bacteriófagos para la detección de S. agalactiae 
 
Para el cultivo de S. agalactiae, Los Centros para el Control y Prevención de 
Enfermedades  (CDC), recomiendan un cultivo enriquecido, seguido de una 
identificación convencional de S. agalactiae (Rosa-Fraile y Spellerberg 2017). En la 
prueba de cultivo, se realiza un hisopado de la vagina y las áreas anorrectales, después 
las muestras son inoculadas y cultivadas en un caldo de cultivo enriquecido que sea 
selectivo para S. agalactiae. Después del cultivo enriquecido la identificación de la 
bacteria se realiza mediante la prueba de CAMP, identificación serológica, crecimiento 
en agar cromogénico y amplificación de ácidos nucleicos (Rosa-Fraile y Spellerberg 
2017). Sin embargo, a pesar de utilizar un caldo enriquecido, S. agalactiae es 
pobremente recuperado junto con un crecimiento excesivo de Enterococcus faecalis. 
Esto puede llevar a un resultado falso negativo en la identificación, por tal motivo los 
agentes antimicrobianos pueden ser una opción para obtener resultados más precisos 
(Uchiyama et al. 2018). 
Los bacteriófagos, son virus que infectan bacterias. Algunos fagos infectan y lisan 
bacterias con una especificidad que alcanza el nivel de especie, lo cual los hace útiles 
para eliminar bacterias no deseadas que se encuentren en una muestra y facilitar el 
aislamiento de bacterias menos prevalentes (Kurtböke 2005). Por lo tanto, la aplicación 
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de fagos puede ser utilizada para reducir el crecimiento indeseado de E. faecalis en un 
cultivo para la detección de S. agalactiae. Previamente, se han aislado fagos que 
infectan específicamente a E. faecalis de muestras ambientales como aguas residuales y 
canales de agua (Khalifa et al. 2015; Uchiyama et al. 2008). Por tal motivo, el grupo de 
Uchiyama et al. en 2018 examinó la utilización de fagos específicos contra E. faecalis 
para suprimir su crecimiento en cultivos que buscan la identificación de S. agalactiae. 
Para determinar la eficiencia de los fagos, evaluaron el crecimiento de co-cultivos de S. 
agalactiae y E. faecalis en un agar cromogénico (Figura 10). 
 
Figura 10. Identificación bacteriana en agar cromogénico después de un co-cultivo enriquecido de S. 
agalactiae y E. faecalis (Uchiyama et al. 2019). Combinaciones de una cepa de E. faecalis y S. 
agalactiae fueron usadas para inocular GtB (agar granada) y fueron cultivadas en presencia de la mezcla 
de fagos o en caldo Todd-Hewitt (THB). Después del enriquecimiento, alícuotas fueron sembradas en agar 
cromogénico y las colonias resultantes fueron evaluadas. Las colonias de S. agalactiae y E. faecalis son 
rojas y azules, respectivamente. Cepas de fagos utilizadas (A) KUGBS2-KUEF08, (B) KUGBS1-KUEF24 
y (C) KUGBS6-KUEF26. 
Con los experimentos anteriores se demostró que una mezcla específica de fagos es 
efectiva para inhibir el crecimiento de E. faecalis en un co-cultivo con S. agalactiae. Sin 
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embargo, otras consideraciones deben ser contempladas si se pretende introducir de 
forma comercial. Por ejemplo, la presencia de cepas que no sean sensibles a la mezcla de 
fagos, lo cual requiere una evaluación constante de los componentes presentes en la 
muestra de fagos y de ser necesario reemplazar cada cierto tiempo los fagos utilizados 
(Ando et al. 2015). 
Por otra parte, la calidad de los fagos debe permitir su comercialización, los cuales son 
estables generalmente a 4°C en medio de cultivo (Lobocka y Glowacka 2018), lo cual 
sugiere que podrían ser comercializados sin problema.  Finalmente, el uso de la mezcla 
de fagos debe ser costo-efectiva, lo cual es posible gracias al uso de biorreactores 
empleados por el reciente interés en distintas terapias que utilizan fagos, el precio 
calculado se encuentra estimado en $4.4 x10 -13 por partícula (Agboluaje y Sauvageau 
2018). 
2.17 Citocinas  
 
Mecanismos de defensa específicos y no específicos se encuentran involucrados en la 
respuesta a la infección por S. agalactiae. Es bien sabido que las citocinas juegan un rol 
central en la inducción de las respuestas inmunes específicas y no específicas contra 
bacterias (Rosati et al. 1998). 
La respuesta inmune en vertebrados utiliza un arreglo de receptores en células del 
sistema inmune para reconocer a los patógenos invasores. Estos receptores específicos 
de antígeno incluyen los expresados por las células B y T, los cuales detectan epítopos 
específicos (antígenos). Adicionalmente, grupos específicos de patógenos son 
reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones (PRR) expresados 
principalmente por células del sistema inmune innato. PRR actúan como un sensor de 
microbios, detectando patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP). Algunos 
PRR bien caracterizados incluyen receptores tipo Toll (TLR) y receptores de lectina tipo 
C (CLR), así como receptores tipo NOD (NLR) citoplasmáticos. Patrones moleculares 
asociados a daño (DAMP) son liberados por células sometidas a diversos tipos de estrés, 
se unen a PRR y contribuyen en general a la respuesta inmune (Rivera et al. 2016). 
 28 
 
Algunos microbios patógenos, incluyendo muchos virus, bacterias y parásitos 
intracelulares, desencadenan una inmunidad de tipo 1, con elevación en la expresión de 
citocinas específicas como IL-17, IFN- γ. En contraste, patógenos multicelulares, como 
los helmintos, estimulan una respuesta inmune de tipo 2, con elevaciones en IL-4 e IL-
13 (Gause et al. 2013). El ligando específico reconocido por células del sistema inmune 
innato no tiene que ser procesado o presentado, por lo tanto, la respuesta innata se 
desarrolla más rápidamente que la adaptativa. Así, el tipo de respuesta inmune que se 
desarrolla durante la infección es comúnmente determinado antes de la activación de las 
células T y B. Por lo tanto, los eventos en microambientes tejido-específicos que inician 
una respuesta inmune innata, incluidas las interacciones entre células del sistema inmune 
innato, son críticos para entender la naturaleza de la respuesta inmune (Rivera et al. 
2016). Células del sistema inmune innato incluyen células mieloides y células linfoides 
(ILC). Al igual que las células T y B, las ILC incluyen a las células NK, desarrolladas a 
partir de un progenitor linfoide común. De cualquier manera, las células NK no expresan 
receptores específicos de antígeno (Sonnenberd y Artis 2015). 
 Las células mieloides incluyen monocitos, macrófagos, células dendríticas y 
granulocitos (eosinófilos, basófilos y neutrófilos). A pesar de que históricamente los 
macrófagos y neutrófilos fueron asociados con infecciones microbianas y los basófilos, 
mastocitos y eosinófilos con infecciones por helmintos, se ha vuelto más claro que cada 
uno de estos tipos celulares es comúnmente activado en respuesta a un amplio rango de 
estímulos como microbios y patógenos multicelulares. Por ejemplo, los macrófagos son 
activados clásicamente (M1) en respuesta a muchos microbios patogénicos, pero son 
activados alternativamente (M2) en respuesta a helmintos (Murray et al. 2014). 
Las citocinas liberadas de las células inmunes innatas juegan roles centrales en la 
regulación de la respuesta inmune. Estos mensajeros intracelulares son la fuente de las 
señales regulatorias solubles que inician y restringen las respuestas inflamatorias en 
respuesta a patógenos y heridas (Lacy y Stow 2011).  La producción y liberación de 
citocinas a partir de células inmunes innatas son respuestas críticas a la inflamación y a 
la infección del individuo, estos mediadores comprometen a las poblaciones de glóbulos 
blancos tales como células dendríticas (DC), neutrófilos, células NK, monocitos, 
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eosinófilos y basófilos, junto con mastocitos residentes de tejido y macrófagos (Iwasaki 
y Medzhitov 2010). Residiendo en la primera línea de defensa en la inmunidad, estas 
células controlan las invasiones oportunistas de una amplia gama de virus, hongos, 
bacterias y parásitos, en parte por la liberación abundante de citocinas y quimiocinas 
para comunicarse con otras células y por lo tanto orquestar la respuesta inmune (Lacy y 
Stow 2011). Esta colección de mediadores solubles secretados por diferentes células 
inmunes innatas incluye TNF-α, IFN-γ, interleucinas IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-
18, CCL4/RANTES, MCP-1 y TGF-β. La liberación de citocinas puede ser directamente 
evocada por inmunoglobulinas o señalización mediada por receptores del complemento 
o por patógenos a través de un diverso arreglo de receptores celulares, incluyendo PRR 
(Iwasaki y Medzhitov 2010; McGettrick y O’Neill 2007). 
Para que el sistema inmune funcione apropiadamente, la síntesis y liberación de 
citocinas debe estar altamente regulada, secuencial y temporalmente orquestada. Así, la 
cascada de citocinas liberadas por las células inmunes innatas inicialmente monta una 
respuesta inflamatoria o alérgica y después asegura que la respuesta disminuya de 
manera oportuna (Hu y Ivashkiv 2009). Las citocinas pro-inflamatorias también sirven 
para reclutar y activar linfocitos T y otras células para montar una respuesta inmune 
adaptativa (Iwasaki y Medzhitov 2010). 
2.18 Modelo murino de S. agalactiae 
Es sumamente difícil replicar con fidelidad las complejas interacciones de los factores 
que existen en el ambiente de la vagina humana en un modelo animal. Sin embargo, los 
modelos murinos de persistencia bacteriana en el tracto cervicovaginal previamente han 
producido resultados útiles y permitido el estudio de las interacciones entre el hospedero 
y el microbioma en un ambiente más representativo (Sheen et al. 2011). Modelos de 
colonización vaginal e infección han sido utilizados para demostrar la susceptibilidad de 
los ratones a múltiples microbios, incluyendo Neisseria gonorrhoeae (Jerse 1999), 
Chlamydia (Vonck et al. 2011), Mycoplasma genitalium (McGowin et al. 2010), 
Escherichia coli (Pascual et al. 2010), Candida albicans (Riley y McGregor, 1986), 
virus de herpes simple tipo 2 (Parr et al. 1994), Trichomonas vaginalis (Escario et al. 
2010) y Trichomonas foetus (Agnew et al. 2008). Experimentos de colonización 
 30 
 
confirman que S. agalactiae puede ser inoculado dentro de la cavidad vaginal del ratón y 
ser aislada a niveles cuantificables en un periodo entre 8 y 12 días después de la 
inoculación (Sheen et al. 2011), estos datos corresponden con reportes previos en 
modelos murinos de infección vaginal para otros patógenos (Pascual et al. 2010; Zarate 
y Nader-Macias 2006). 
Una limitación del modelo murino es que la microbiota de la vagina del ratón parece ser 
diferente a la de los humanos; sin embargo, estudios previos han demostrado que los 
estreptococos pueden ser aislados de la vagina del ratón (Agnew et al. 2008; McGrory y 
Garber 1992; Noguchi et al. 2003). No se sabe si el ratón alberga de forma natural a S. 
agalactiae, pero es probable que dependa de la cepa del ratón, otros microbios presentes 
y la etapa del estro (Sheen et al. 2011). 
En un estudio previo se encontró que la expresión citolisina/beta-hemolisina en S. 
agalactiae es crítica para la enfermedad fetal y el parto prematuro en un modelo de 
embarazo murino (Randis et al. 2014). Sin embargo, los mecanismos moleculares que 
gobiernan la persistencia vaginal por S. agalactiae esperan ser elucidados. 
En 2014, Carey et al. caracterizaron el primer modelo murino de colonización crónica 
del tracto vaginal con S. agalactiae. Encontrando una activación local de sistemas de 
vigilancia inmune, los cuales indujeron un infiltrado celular de linfocitos y 
polimorfonucleares en las capas superficiales de la mucosa vaginal e indujeron la 
producción de múltiples mediadores inflamatorios. 
Patras et al. en 2015 evaluaron la actividad de tres diferentes cepas de S. agalactiae para 
colonizar el tracto vaginal en un modelo murino y descifrar aspectos de su respuesta 
inmune, encontraron que las cepas de S. agalactiae activan de forma diferente la 
respuesta inmune innata y adaptativa del hospedero. Por primera vez, se examinó la 
presencia de S. agalactiae y la respuesta inmune del hospedero en el cérvix y en el útero 
de un ratón no embarazado. 
S. agalactiae es única, cuenta con la habilidad de causar una enfermedad aguda pero 
también puede colonizar el tracto vaginal de forma asintomática por largos periodos de 
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tiempo. El estilo de vida de la bacteria no se ha comprendido por completo y el papel de 
los factores de virulencia y las respuestas del hospedero aún son desconocidos en gran 





















La infección por Streptococcus agalactiae es un problema de salud global, su 
patogénesis puede evolucionar de distintas maneras y dar origen a escenarios tan 
diversos en el neonato como la enfermedad de aparición temprana, enfermedad de 
aparición tardía y la enfermedad de aparición tardía – tardía, sin embargo, sus efectos no 
se limitan a los recién nacidos, también puede ocasionar distintos problemas de salud en 
mujeres adultas. 
Los factores que determinan la forma de evolución de la enfermedad aún no se 
encuentran bien esclarecidos, y la evidencia actual sugiere que elementos tanto de la 
bacteria como del hospedero desempeñan un papel clave en el desarrollo de la infección. 
S. agalactiae cuenta con un antígeno capsular específico que permite clasificarlo en 10 
serotipos diferentes, cada uno de los cuales tiene propiedades particulares. Por tal 
motivo, es de suma importancia identificar las variaciones que pudieran existir al 
montarse una respuesta inflamatoria por parte del hospedero en respuesta a la infección 
por la bacteria. 
Diversos modelos murinos previamente han mostrado su eficacia en el estudio de 
enfermedades infecciosas, ya que brindan una plataforma que permite evaluar de una 
mejor manera las interacciones que ocurren entre el hospedero y el patógeno, 
permitiendo obtener resultados muy valiosos que ayudan a esclarecer los procesos 
involucrados en el proceso infeccioso. Por tal motivo un modelo murino permitirá 
evaluar de forma adecuada si existen diferencias en la activación de una respuesta 
inflamatoria, en respuesta a las diferentes configuraciones del polisacárido capsular de 
distintos serotipos de S. agalactiae. 
El entender cómo los distintos serotipos de la bacteria impactan en la expresión de las 
citocinas proinflamatorias por parte del hospedero, ayudará a que en un futuro se puedan 
proporcionar tratamientos personalizados, que sean más eficientes a las mujeres 





La infección por distintos serotipos de S. agalactiae se relaciona con una expresión 






















Determinar la expresión diferencial de citocinas proinflamatorias en un modelo murino 
de infección por distintos serotipos de S. agalactiae. 
5.1 Objetivos particulares  
1. Identificar al menos 5 serotipos de S. agalactiae. 
2. Analizar la capacidad de los serotipos de S. agalactiae de colonizar el tracto 
vaginal de ratones BALB/c. 
3. Evaluar la expresión de citocinas inflamatorias involucradas en la respuesta 
inmune contra distintos serotipos S. agalactiae. 
4. Analizar los niveles de IgG total en respuesta a la infección por S. agalactiae 














6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
6.1 Lugar de trabajo 
Laboratorio de Inmunología y Virología, Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad 
Autónoma de Nuevo León (UANL). 
6.2 Diseño del estudio 
 
El estudio consiste en realizar un modelo murino de infección por S. agalactiae y 
evaluar si existe una expresión diferencial de citocinas proinflamatorias en respuesta a 
distintos serotipos de la bacteria. 
6.3 Consideraciones éticas  
 
Todo el trabajo experimental realizado en ratones fue autorizado por el Comité de Ética 
de Investigación y Bienestar Animal de la Facultad de Ciencias Biológicas, (CEIBA) de 
la UANL, con No. De registro CEIBA-2018-027. 
6.4 Aislamiento de S. agalactiae 
 
Streptococcus agalactiae fue aislado a partir de las muestras de hisopados vaginales de 
mujeres embarazadas con que se contaba en el laboratorio de infectología molecular L3. 
Las muestras se dejaron descongelar a temperatura ambiente y posteriormente fueron 
incubadas en caldo Todd Hewitt (Oxoid, Hapshire, UK) a 37°C durante 18 h. Después se 
evaluó la presencia de turbidez en el medio, las muestras que fueron positivas fueron 
sembradas mediante estría en placas de agar sangre (Oxoid, Hapshire, UK), se utilizaron 
las mismas condiciones para la incubación.  Posteriormente, se observó el tipo de 
hemólisis presente en las diferentes colonias, aquellas con una hemólisis tipo β fueron 
resembradas en placas de agar sangre como se describió anteriormente. Al finalizar las 
18 h de incubación se procedió a realizar las pruebas de identificación requeridas para S. 
agalactiae. Primero se realizó la prueba de la catalasa, la cual fue negativa (sin presencia 
de burbujas), ya que S. agalactiae no cuenta con la enzima requerida para la degradación 
del peróxido de hidrógeno. La prueba permite diferenciar de una manera simple entre 
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Staphylococcus (+) y Streptococcus (-). Después se realizó la tinción de Gram, donde se 
observaron cocos Gram positivos.  
A las muestras que cumplieron con los paramentos anteriores se les aplicó la prueba de 
hidrólisis de hipurato, la cual consiste en inocular una colonia de la bacteria en un tubo 
con 40 μL de agua destilada y añadir un disco con hipurato, después se deja incubar 2 h 
a 37°C. S. agalactiae cuenta con la enzima hipuricasa, misma que le permite hidrolizar 
el hipurato y formar glicina, al finalizar el tiempo de incubación se añade ninhidrina que 
al combinarse con glicina da lugar a una coloración morada en un lapso de 10 m, 
indicando la presencia de S. agalactiae. 
El siguiente paso en el proceso de identificación de S. agalactiae fue la prueba de 
CAMP (Prueba de Christie- Atkins- Munch-Peterson), en la cual se realizó una siembra 
de Staphylococcus aureus, a un costado se inocula S. agalactiae (control positivo) y al 
otro Enterococcus faecalis (control negativo), después de incubar a 37°C durante 24 h, 
las muestras que formaron una figura similar a una punta de flecha se considerarán como 
S. aglactiae, basándose en una comparación con el control positivo.  
Finalmente, se procedió a sembrar a la bacteria en el medio selectivo y diferencial Strep 
B Carrot BrothTM  one-step (Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA). El medio es de color 
blanco y en la presencia de S. agalactiae da lugar a una coloración naranja, lo cual 
indica la presencia del estreptococo. 
6.5 Serotipificación  
 
Mediante pruebas serológicas de aglutinación en látex se evaluó la presencia de los dos 
antígenos característicos de la bacteria, el antígeno B de Lancefield (exclusivo de S. 
agalactiae) con el kit STREPPRO™ GROUPING KIT (Hardy Diagnostics, Santa 
Maria, CA).y el polisacárido capsular utilizando el kit comercial Strep-B-Latex (Statens 
Serum Institut, Copenhagen, Denmark), lo que permitió identificar a cuál de los 10 





6.6 Modelo murino 
 
Todo el trabajo experimental en animales fue conducido usando estándares veterinarios 
aprobados. 
Para el desarrollo del modelo murino de infección por distintos serotipos de S. 
agalactiae se utilizaron hembras de la cepa BALB/c, con una edad entre 8 y 12 semanas 
(n=4 por grupo), a las cuales se les aplicó una inyección intraperitoneal con 0.5 mg de 
17β-estradiol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) disuelto en 100 μL de aceite de sésamo 
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO), con la finalidad de sincronizar el estro y promover la 
colonización bacteriana (Furr et al. 1989; Cheng et al. 2005).  
El primer paso fue agitar vigorosamente 0.5mg de 17β-estradiol por cada ratón utilizado 
en el experimento, el peso total fue depositado en un tubo cónico de 15 mL hasta 
eliminar todos los grumos y la hormona se vea como un polvo fino. Después de 
añadieron 100 μL de aceite de sésamo microfiltrado con filtros GD/X de 0.2 μm 
(Whatman, Maidstone, UK) por cada ratón utilizado. A continuación, se agitó el tubo 
con la mezcla hasta obtener una suspensión homogénea. Después se tomó la solución 
con una jeringa de insulina y se administraron 100 μL por vía IP en el cuadrante inferior 
derecho del abdomen del ratón. 
6.7 Inoculación vaginal de la bacteria 
 
El mismo día de la inyección con la hormona, se prepararon tubos con 5 mL de caldo 
Todd Hewitt, en los cuales se inoculó 1 colonia del serotipo de interés y se incubó 
durante 18h a 37°C. Después, se realizó un subcultivo en un volumen equivalente a 1/10 
del volumen original en caldo Todd-Hewitt durante 1h y 30 min a 37°C hasta que la 
bacteria alcance la fase log, lo cual equivale a una OD600= 0.4-0.5. Posteriormente, se 
transfirió el total del subcultivo a un tubo cónico de 15 mL y se centrifugó durante 5 min 
x 3000g a temperatura ambiente, para obtener el pellet de bacterias. Se resuspendió el 
pellet en 200 μL de PBS estéril y se llevó a un volumen total de 1 mL para alcanzar una 
OD600= 0.4. en un nuevo tubo de cultivo de 5 mL. Después, se transfirió el cultivo a un 
tubo de 15 mL y se centrifugó 5 min x 3000 g a temperatura ambiente. El pellet 
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resultante se resuspendió en PBS a 1/10 del volumen original (ejemplo 3mL de 
OD600=0.04 --- en 300 μLde PBS). 
Se utilizaron 50 μL de la bacteria para realizar diluciones seriadas y plaqueo en Todd-
Hewitt agar y determinar la concentración exacta de CFU del inóculo. Después, se 
disolvieron 1x107 UFC de S. agalactiae en 10 μL de PBS y se tomaron con una 
micropipeta, la puntilla se insertó 5 mm en el lumen vaginal y se depositó la totalidad de 
la muestra, fue necesario detener al ratón de la cola y elevarlo un poco durante 1 min 
para evitar reflujo. 
6.8 Pureza de los inóculos 
 
A la par de la inoculación vaginal, se evaluó la pureza de los aislados, los cuales fueron 
sembrados en el medio de cultivo cromogénico CHROMagarTM StrepB (DRG 
International, Springfield, NJ), en el cual S. agalactiae presenta colonias de color rosa. 
6.9 Hisopados del lumen vaginal 
 
Después de la inoculación de la bacteria se realizaron hisopados vaginales los días 5, 10 
y 15. Se utilizaron hisopos ultrafinos con punta de alginato 5-1/2” (Puritan® 
Calgiswab®,Canada). Primero se sumergió el hisopo en PBS para humedecerlo. 
Posteriormente, se inmovilizó al ratón y se insertó la punta del hisopo 10 mm en la 
cavidad vaginal, rotándolo suavemente 4 veces en el sentido de las manecillas del reloj y 
4 en sentido inverso, presionando la pared vaginal. Después, el hisopo se depositó en el 
medio Strep B Carrot BrothTM  one-step (Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA) y se 
incubó a 37°C en oscuridad, el medio se vuelve de color naranja con la presencia de la 
bacteria. Se utilizó una escala ordinal para establecer el nivel de colonización de la 
bacteria, con base en la intensidad de coloración del medio. Los tubos fueron evaluados 
independientemente por 3 personas. 
 4 = naranja-rojizo 
 3 = naranja-claro 
 2 = trazas naranjas en menos del 50% del tubo 
 1 = pequeños puntos naranjas en el tubo 
 0 = ausencia total de coloración 
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Antes de la inoculación de la bacteria se hicieron hisopados para descartar la presencia 
de S. agalactiae de forma nativa en los ratones. 
6.10 Medición de citocinas mediante citometría de flujo 
 
Para evaluar la concentración de citocinas en la cavidad vaginal se realizaron lavados 
con 50 μL de PBS, el volumen total se depositó en la vagina de los ratones y se tomó y 
volvió a depositar 4 veces. Posteriormente, el volumen se mezcló con 50 μL de PBS con 
BSA al 0.1% y se almacenó a -80°C, es importante añadir BSA ya que funciona como 
proteína acarreadora y evita la degradación de las citocinas a bajas temperaturas. 
La medición de las citocinas fue realizada con el kit BDTM Cytometric Bead Array para 
citocinas inflamatorias de ratón, el kit permite la detección de 6 citocinas 
simultáneamente (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-, TNF-α e IL-12p70). 
6.10.1 Preparación del Standard 
El primer paso fue preparar los estándares. Se abrió el vial marcado como “mouse 
inflammation standards” y las perlas liofilizadas fueron transferidas a un tubo cónico de 
15 mL etiquetado como “Top standard”. A las perlas se añadieron 2 ml de “Assay 
diluent”, después se dejaron disolver 15 min a temperatura ambiente y se mezclaron 
suavemente mediante pipeteo. Después, se utilizaron 8 tubos para realizar diluciones 
seriadas, en cada uno se depositaron 300 mL de “Assay diluent” y se transfirieron 300 
mL desde el “Top standard”, hasta llegar a la dilución 1:256. Un tubo con diluente fue 
utilizado como control negativo. 
6.10.2 Mezcla de las perlas de captura  
Se agitó vigorosamente cada suspensión de perlas de captura durante 7 s. Después, se 
añadieron 10 μL de cada perla de captura por cada tubo que fue analizado para crear un 
mix de las 6 citocinas. 
6.10.3 Procedimiento de la prueba 
Primero se agita el mix de perlas de captura y se añadieron 50 μL a todos los tubos que 
serán evaluados durante la prueba. Adicionalmente, se añadieron 50 μL del “mouse 
inflammation standard” a los tubos de ensayo del control. Después se agregaron 50 mL 
de cada muestra desconocida en tubos marcados apropiadamente, así como 50 μL de 
“Mouse inflammation PE detection reagent” y se dejaron incubar 2 h a temperatura 
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ambiente, protegidos de la luz. Transcurrido el tiempo se realizaron lavados con 1 mL de 
“wash buffer” y los tubos se centrifugaron a 200g x 5 min. Finalmente, se aspiró y 
descartó el sobrenadante de cada tubo, se añadieron 100 μL de “wash buffer” a cada 
tubo para resuspender el pellet de perlas y se procedió a realizar la lectura en el 
citómetro de flujo. 
6.11 Cuantificación de IgG total  
 
6.11.1 Obtención de suero 
La concentración de IgG total fue medida en los ratones inoculados con la bacteria. Para 
obtener el suero los ratones fueron anestesiados con ketamina y xilacina (IP) (University 
of Iowa 2017), posteriormente se realizó una prueba para evaluar la reacción de la 
córnea y una punción en el pie, para confirmar que el animal se encontrara anestesiado 
correctamente. Después, se procedió a realizar una punción cardíaca terminal mediante 
un enfoque abierto, el animal fue recostado sobre su espalda (recumbencia dorsal), a 
continuación, se humedeció el área abdominal con alcohol al 70% y se realizó un corte 
en V a través de la piel y la pared abdominal a aproximadamente 1 cm de la última 
costilla. Los órganos se desplazaron hacia un costado y después se insertó la aguja a 
través del diafragma y dentro del corazón, suavemente se aplicó presión negativa en el 
émbolo de la jeringa (lentamente para no colapsar el corazón) para obtener entre 0.75 
mL y 1.5 mL (University of Delawere 2010). Después de recolectar la sangre, se dejó 
reposar 30 min a temperatura ambiente para formar el coágulo, el cual fue removido 
mediante una centrifugación de 1600g x 10 min, el suero obtenido fue almacenado a -
80°C hasta su uso (Henry 1979; Thavasu et al. 1992). 
6.12 ELISA 
La cuantificación de IgG total fue realizada mediante el kit de ELISA ab157719 (abcam, 
Cambridge, UK). Todos los reactivos y muestras fueron equilibrados a temperatura 
ambiente durante 40 min antes de ser utilizados. 
6.12.1 Preparación de los reactivos 
 1X solución diluente 




1X buffer de lavado 
Diluir en una proporción 1/20 con agua destilada (permanece estable durante 1 semana 
entre 2-8. 
1X conjugado enzima-anticuerpo 
Por cada una de las tiras utilizadas (8 pocillos) se añadieron 10 μL del conjugado 
enzima-anticuerpo y 990 μL de diluente 1x. Es necesario mezclar uniformemente y 
evitar la formación de espuma. La solución debe ser preparada inmediatamente antes de 
usarse ya que solo es estable por 1 h almacenada en oscuridad. 
Calibrador de IgG 
El calibrador fue reconstituido con agua destilada y mezclado suavemente hasta ser 
disuelto, después fue utilizado para la preparación de los estándares. Se marcaron tubos 
del 1-6 y se añadió el volumen requerido de diluente y calibrador para obtener una 
concentración de 200 ng/mL. 
Cálculos realizados  
Concentración inicial 20200ng/mL. Después, se calculó el factor de dilución entre el 
stock del calibrados y la concentración final del estándar 1 (200 ng) 
20200/200=101 
A continuación, se calculó el volumen final de diluente requerido para preparar el 
estándar 1 a 200 ng/mL. 
4*101=404 μL 
404-4=400 μL 
Al tubo #1 se añadieron 4 μL del calibrador y 400 μL de 1x diluente para obtener una 
concentración de 200 ng/mL. A los tubos del 2-6 se les añadieron 300 μL de diluente y 
después se realizaron diluciones seriadas a partir del tubo 1. Un tubo que solo contenía 


















1     200 
2 300 300 600 200 100 
3 300 300 600 100 50 
4 300 300 600 50 25 
5 300 300 600 25 12.5 
6 300 300 600 12.5 6.25 
 
6.12.2 Preparación de las muestras 
 
Las muestras de suero obtenidas de los ratones fueron diluidas antes de ser utilizadas. 
 Transferir 2 μL de muestra a 1998 μL de diluente, para obtener una dilución 
1/1000. 
 De la mezcla anterior, diluir 2 μL en 798 μL de diluente. 
Lo anterior da como resultado una dilución 1/400 000. 
Procedimiento  
1. Pipetear 100 μL de cada estándar, por duplicado. 
2. Pipetear 100 μL de las muestras, por duplicado. 
3. Incubar la placa a temperatura ambiente por 60 minutos (cubrir y en oscuridad). 
4. Aspirar el contenido de los pozos 
5. Llenar completamente cada pozo con buffer de lavado y aspirar. Repetir el 
proceso 3 veces. Después, invertir la placa y sacudir el contenido. 
6. Pipetear 100 μL del conjugado enzima-anticuerpo en cada pozo, incubar a 
temperatura ambiente 30 min (cubrir y en oscuridad). 
7. Repetir el paso 5. 
8. Pipetear 100 μL de TMB en cada pozo. 
9. Incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 10 min. 
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10. Añadir 100 μL de solución de paro 
11. Determinar la absorbancia a 450 nm. 
6.13 Análisis estadístico  
El análisis estadístico fue realizado con el software GraphPad Prism7. Los resultados de 
recuperación bacteriana, citometría de flujo y ELISA fueron evaluados utilizando la 
prueba de Kruskal-Wallis con una comparación múltiple de Dunn. Adicionalmente se 
realizó la prueba de Friedman para analizar las concentraciones de citocinas a través del 


















7.1 Aislamiento y Serotipificación 
 
Se analizaron un total de 17 muestras, el 100% fueron identificadas como S. agalactiae 
por métodos microbiológicos y bioquímicos. Después de confirmar la especie se 
procedió a determinar el serotipo al que pertenecen (Tabla 6). Los serotipos encontrados 
cuentan con diferente estructura de su polisacárido capsular, abarcando las 3 clases 
descritas hasta el momento (Tabla 7), lo cual es de gran interés para evaluar el efecto de 
los diferentes serotipos después de su inoculación en el modelo murino. Se seleccionó 
un representante de cada serotipo de forma aleatoria para los experimentos posteriores. 




















Tabla 7. Serotipos de S. agalactiae y clase a la que pertenece su polisacárido capsular. 








Antes de la inoculación vaginal se realizó la siembra de los aislados en agar 
cromogénico para determinar con precisión la pureza de la bacteria antes de su 
administración. El crecimiento demostró que S. agalactie se encontraba de forma pura 
(Figura 11). 
 
Figura 11. Crecimiento de S. agalactiae en agar cromogénico. Caja Petri sembrada con el estreptococo 
en CHROMagarTM StrepB (DRG International) después de 24 h de incubación a 37°C en oscuridad. S. 
agalactiae es la única bacteria que produce coloración malva en el medio. 
7.2 Modelo murino 
 
7.2.1 Colonización vaginal 
Los hisopados vaginales previos a la inoculación de la bacteria mostraron que ninguno 
de los ratones contaba con S. agalactiae de forma nativa antes del experimento (Figura 
12). 
 
Figura 12. Hisopados vaginales sembrados en Strep B Carrot BrothTM one-step (Hardy Diagnostics). 
a) Medio negativo después del hisopado vaginal previo a la inoculación de S.agalactiae. b) Medio positivo 




En 20/20 (100%) de los ratones fue posible establecer una infección en su cavidad 
vaginal, confirmando la eficiencia del modelo en ratones BALB/c. En el 95% (19/20) 
presentó niveles detectables de la bacteria el día 5 después de la inoculación, únicamente 
un ratón fue detectable hasta el día 10. 
Los distintos serotipos de S. agalactiae tuvieron diferente capacidad de colonizar el 
tracto vaginal de los ratones (Figura 13). Los serotipos III y IV establecieron la infección 
con una carga bacteriana más elevada, lo cual fue determinado a partir de la coloración 
observada en Strep B Carrot BrothTM  one-step (Hardy Diagnostics) (Figura 12), la 
intensidad del color naranja es directamente proporcional a la carga bacteriana. El 
serotipo Ib fue el único que seguía presente en el día 15, a pesar de ser el que estableció 
la infección con menos carga bacteriana. Sorpresivamente, uno de los ratones 
pertenecientes al grupo control fue positivo el día 5 (Figura 14). El análisis estadístico 
muestra que existe una diferencia altamente significativa (p=0.0014) entre la dinámica 
de colonización de los distintos serotipos en el día 5 (Figura 14). No se encontraron 
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Figura 13. Dinámica de colonización vaginal de los distintos serotipos de S. agalactiae. Ratones 
BALB/c (4 por grupo) fueron colonizados con 1x107 UFC de S. agalactiae de aislados clínicos que 
correspondían a los serotipos Ib, II, III, IV y V. La persistencia de la bacteria fue determinada mediante 
hisopados vaginales los días 5, 10 y 15 que fueron sembrados en Strep B Carrot BrothTM  one-step (Hardy 
Diagnostics). Los puntos representan el promedio de la intensidad de coloración de cada serotipo en el 
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Figura 14. Evaluación de la dinámica de colonización vaginal el día 5. El promedio de la carga 
bacteriana de cada serotipo fue analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis con la prueba Post Hoc de 
Dunn. Se tomó como significativo un valor de p<0.05. 
 
Figura 15. Evaluación de la dinámica de colonización vaginal los días 10 y 15. El promedio 
de la carga bacteriana de cada serotipo fue analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis con 







7.2.2 Expresión de citocinas proinflamatorias 
Con la finalidad de identificar si los distintos serotipos de S. agalactiae eran capaces de 
inducir una expresión diferencial de citocinas, se evaluó la expresión de:  IL-6, IL-10, 
MCP-1, IFN-, TNF-α e IL-12p70 mediante citometría de flujo. 
La expresión de IL-6 tuvo diferencias significativas (p=0.0366) el día 5 (Figura 16 b), 
los serotipos II, III y IV mostraron un incremento de la citocina con respecto a los demás 
serotipos y al grupo control. Los días 10 y 15 no se encontraron diferencias 
significativas entre la expresión de los distintos serotipos (Figura 16 c-d). 
 
Figura 16. Niveles de IL-6 después de la infección con los distintos serotipos de S. agalactiae.  Los 
niveles de la citocina fueron evaluados por citometría de flujo a partir de lavados vaginales en el modelo 
murino realizados con PBS. Las mediciones se realizaron antes de la inoculación con la bacteria (a) y los 
días 5 (b), 10 (c) y 15 (d) después de la infección. Cada grupo se encuentra conformado por una n=4 y los 





Por su parte, el serotipo II presentó variaciones altamente significativas (p=0.0017) en la 
expresión de la IL-10 el día 5 (Figura 17 b), siendo el único serotipo que mostró un 
incremento de la citocina. El día 10 no se observaron diferencias significativas entre los 
distintos grupos (Figura 17 c), mientras que el día 15 se identificó una variación 
significativa (p=0.0225) (Figura 17 d) entre los grupos, observando mayores niveles de 
la citocina en los serotipos Ib, III y IV, con respecto al II y al V. 
Figura 17. Niveles de IL-10 después de la infección con los distintos serotipos de S. agalactiae.  Los 
niveles de la citocina fueron evaluados por citometría de flujo a partir de lavados vaginales en el modelo 
murino realizados con PBS. Las mediciones se realizaron antes de la inoculación con la bacteria (a) y los 
días 5 (b), 10 (c) y 15 (d) después de la infección. Cada grupo se encuentra conformado por una n=4 y los 
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datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal Wallis. Se tomó como significativo un valor de 
p<0.05. 
La siguiente citocina en ser evaluada fue la MCP-1, en la cual se observó un incremento 
significativo (p=0.0197) en su expresión después de la infección con el serotipo II el día 
5, también uno de los ratones infectados con el serotipo III presentó incremento, 
mientras que los demás grupos permanecieron en niveles basales (Figura 18 b). El día 10 
y 15 no se observaron diferencias entre los grupos (Figura 18 c-d) 
 
 
Figura 18. Niveles de MCP-1 después de la infección con los distintos serotipos de S. agalactiae.  Los 
niveles de la citocina fueron evaluados por citometría de flujo a partir de lavados vaginales en el modelo 
murino realizados con PBS. Las mediciones se realizaron antes de la inoculación con la bacteria (a) y los 
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días 5 (b), 10 (c) y 15 (d) después de la infección. Cada grupo se encuentra conformado por una n=4 y los 
datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal Wallis. Se tomó como significativo un valor de 
p<0.05. 
Los niveles de IFN- muestran diferencias significativas (p=0.0388) entre los grupos el 
día 5 (Figura 19 b), donde se observó un incremento de la citocina en el grupo II, el día 
10 no se observaron diferencias significativas entre los grupos (Figura 19 c), mientras 
que el día 15 se observa una diferencia significativa (p=0.0399) entre los serotipos 
(Figura 19 d). 
 
Figura 19. Niveles de IFN- después de la infección con los distintos serotipos de S. agalactiae.  Los 
niveles de la citocina fueron evaluados por citometría de flujo a partir de lavados vaginales en el modelo 
murino realizados con PBS. Las mediciones se realizaron antes de la inoculación con la bacteria (a) y los 
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días 5 (b), 10 (c) y 15 (d) después de la infección. Cada grupo se encuentra conformado por una n=4 y los 
datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal Wallis. Se tomó como significativo un valor de 
p<0.05. 
El análisis de la expresión de TNF-α no mostró diferencias significativas entre los 
grupos ninguno de los días analizados. Sin embargo, se observa una disminución general 
en los niveles de la citocina conforme transcurren los días. En la medición 
correspondiente al día 15 la citocina permanece elevada únicamente en los ratones 
infectados con el serotipo IV (Figura 20 b-d). 
 
Figura 20. Niveles de TNF-α después de la infección con los distintos serotipos de S. agalactiae.  Los 
niveles de la citocina fueron evaluados por citometría de flujo a partir de lavados vaginales en el modelo 
murino realizados con PBS. Las mediciones se realizaron antes de la inoculación con la bacteria (a) y los 
días 5 (b), 10 (c) y 15 (d) después de la infección. Cada grupo se encuentra conformado por una n=4 y los 
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datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal Wallis. Se tomó como significativo un valor de 
p<0.05. 
La última citocina en ser evaluada fue la IL-12p70, en la cual no se observaron 
diferencias significativas entre los distintos grupos, la citocina se mantuvo en niveles 
muy bajos durante todas las mediciones realizadas en la cavidad vaginal del ratón 
(Figura 21 b-d) 
,
 
Figura 21. Niveles de IL-12p70 después de la infección con los distintos serotipos de S. agalactiae.  
Los niveles de la citocina fueron evaluados por citometría de flujo a partir de lavados vaginales en el 
modelo murino realizados con PBS. Las mediciones se realizaron antes de la inoculación con la bacteria 
(a) y los días 5 (b), 10 (c) y 15 (d) después de la infección. Cada grupo se encuentra conformado por una 
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n=4 y los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal Wallis. Se tomó como significativo un 
valor de p<0.05. 
Después de analizar las variaciones en la expresión de citocinas entre grupos se procedió 
a evaluar las variaciones que ocurrían a través del tiempo después de la inoculación con 
un serotipo determinado (Figura 22). El serotipo Ib fue el que presentó más variaciones, 
se observó un incremento en los niveles de la IL-10 (p=0.0046) los días 10 y 15 después 
de la inoculación (Figura 22 a), el análisis de la MCP-1 no mostró una diferencia 
significativa sin embargo se observa una clara tendencia a su incremento el día 15 
(Figura 22 b). Por su parte el TNF-α también presentó variaciones significativas 
(p=0.0141) durante todo el experimento después de la inoculación con el serotipo Ib, 
donde se observa un incremento los días 5 y 10, mientras que el día 15 los niveles de la 
citocina regresan al estado inicial (Figura 22 c). El serotipo III también provocó 
variaciones significativas (p=0.0330) en los niveles de TNF-α, mostrando una 
disminución de la citocina el día 5, un pequeño incremento al día 10 y una disminución 
total el día 15 después de la infección (Figura 22 d). 
 
Figura 22. Diferencias en la expresión de citocinas a distintos puntos después de la infección (casos 
representativos). El análisis en la concentración de citocinas a distintos puntos después de la infección 
con el serotipo Ib, presentó variaciones significativas en los niveles de citocinas como IL-10 (a) y TNF-α 
(c), a su vez se observa una tendencia al incremento de MCP-1 el día 15 (b). Por su parte, el serotipo III 
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indujo variaciones significativas en la expresión de TNF-α. Los datos fueron analizados mediante la 
prueba de Friedaman con la prueba Post Hoc de Dunn. Se tomó como significativo un valor de p<0.05. 
7.3 IgG total 
Después de concluir la evaluación de las citocinas se procedió a evaluar los niveles de 
IgG total en muestras de suero de los ratones mediante ELISA. Después de construir la 
curva de calibración (Figura 23 a), se evaluó la cantidad de IgG total en cada uno de los 
grupos estudiados. Se observa una diferencia significativa (p=0.0349) entre los niveles 
de IgG total después de la inoculación con los diferentes serotipos. Los serotipos Ib, II y 
IV mantuvieron niveles similares a los encontrados en el grupo control, mientras que el 
III y V muestran una disminución más marcada en la concentración de IgG (Figura 23 
b). 
 
Figura 23. Concentración de IgG total en respuesta a la infección por cada serotipo de S. agalactiae. 
Los niveles séricos de IgG fueron evaluados mediante una prueba de ELISA. El suero fue obtenido por 
punción cardiaca terminal en ratones BALB/c el día 21 después de la infección con la bacteria. a) Valores 
obtenidos en la curva de calibración. b) Cada muestra fue leída por duplicado y la gráfica representa el 
promedio de las lecturas a una longitud de onda de 450nm. Los datos fueron analizados mediante la 









S. agalactiae se ha mantenido como un problema de salud en recién nacidos desde que 
fue identificado como patógeno humano (Fry et al. 1938). Después, gracias a los 
estudios realizados por Rebecca Lancefield se encontró que la bacteria presentaba un 
polisacárido capsular que permitía su clasificación en distintos serotipos a partir de las 
variaciones en los residuos de azúcares que lo componían y el tipo de enlace que 
presentaban (Lin et al. 2018). Casi un siglo ha pasado desde que se le prestó atención 
por primera vez en cuestiones de salud humana y aún no ha sido posible elucidar por 
completo la respuesta inmune que monta el hospedero en respuesta a la infección por S. 
agalactiae (Patras et al. 2015). Por otra parte, tampoco se ha logrado determinar con 
claridad la razón por la cual la bacteria en ocasiones provoca severos problemas de salud 
y en otras genera una infección prácticamente asintomática (Landwehr-Kenzel y Hennek 
2014). La frecuencia de los diferentes serotipos como colonizadores hace que determinar 
el desarrollo de la enfermedad sea sumamente difícil. Mientras algunos individuos 
presentan una colonización asintomática otros progresan a enfermedad invasiva, lo cual 
enfatiza la complejidad de la interacción S. agalactiae-hospedero (Furfaro et al. 2018). 
En el presente estudio se identificaron 5 serotipos (Ib, II, III, IV y V) de los 10 
reportados hasta el momento de S. agalactiae. Cada serotipo cuenta con una estructura 
específica del polisacárido capsular y la distribución geográfica también varía entre 
ellos. El serotipo Ib es el responsable de la mayoría de los casos de infección neonatal en 
Asia (Madrid et al. 2017). Por su parte, en México y Sudamérica se ha observado una 
alta prevalencia del serotipo en casos de colonización materna (Russell et al. 2017). 
Nosotros encontramos la presencia del serotipo en el 11.76% (2/17) de las muestras 
identificadas como positivas, lo cual confirma su presencia en México y que continúa 
siendo uno de los más comunes. El serotipo II es el cuarto más común en enfermedad 
materna (Hall et al. 2017) y ha sido identificado como el quinto más prevalente en 
enfermedad neonatal a nivel mundial (Madrid et al. 2017). En nuestro estudio se 
encontró presente en 29.41% (5/17) de las muestras positivas, siendo el más encontrado. 
El serotipo III se encuentra fuertemente asociado con la enfermedad de inicio temprano, 
su incidencia ha sido reportada a nivel mundial y permanece siendo la principal causa de 
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muerte neonatal (Madrid et al. 2017). El presente estudio lo encontró en 23.52 % (4/17) 
de las muestras positivas, siendo uno de los más abundantes. El serotipo IV es el quinto 
más prevalente a nivel mundial después de los serotipos Ia, Ib, II, III y V. estudios 
recientes han notado un incremento del serotipo en países como Canadá y EUA. El 
cambio de polisacárido capsular “capsular switching” ha sido reportado en este serotipo, 
dándose un cambio del serotipo III al IV (Teatero et al. 2015; Teatero et al. 2017). Se 
encontró el serotipo en el 23.52% (4/17), la misma proporción que el serotipo III, algo 
inesperado ya que el serotipo IV no suele ser tan común, sin embargo, la alta tasa de 
migración entre EUA y Canadá con la región norte de México podría explicar el 
comportamiento observado. El serotipo V ha sido relacionado principalmente en 
población adulta sin embarazo (Blumberg et al. 1996). Es el tercer serotipo más 
prevalente, con la mayor incidencia reportada en el oeste del continente africano, en 
países como Gabón es responsable de un 33% de las cepas aisladas de mujeres 
embarazadas (Belard et al. 2015). Fue encontrado en el 11.74% (2/11) de las muestras, 
la misma proporción que el serotipo Ib. Los serotipos restantes con excepción del Ia, son 
muy poco comunes o han sido reportados en regiones geográficas distintas. El VI es uno 
de los más raros a nivel global, ha sido reportado en países asiáticos como Japón y 
Malasia (Lachenauer et al. 1999; Suhaimi et al. 2017). El VII no se encuentra 
ampliamente distribuido a nivel mundial, sin embargo, se ha reportado una alta 
incidencia del serotipo en el sur de Ghana (Slotved et al. 2017). Por su parte, el serotipo 
VIII se encuentra ampliamente relacionado con Japón (Lachenauer et al. 1999). 
Finalmente, el serotipo IX es el más reciente, fue descubierto en 2007, por lo que no 
existen muchos estudios describiendo su incidencia, pero al igual que el VII ha sido 
encontrado en países como Ghana y regiones de Asia (Slotved et al. 2017). El serotipo Ia 
se encuentra distribuido globalmente, es el más común en enfermedad materna (Russell 
et al. 2017) y uno de los principales responsables de la enfermedad de inicio temprano, 
solamente en la región este de Asia es más frecuente el serotipo Ib que el Ia (Madrid et 
al. 2017). Por tal motivo fue sorpresivo que ninguna de las muestras correspondiera a 
este serotipo, lo cual puede deberse al limitado número de muestras positivas que se 
obtuvieron. Los serotipos encontrados en estudios anteriores en México corresponden 
con los que fueron identificados en las muestras analizadas, lo cual indica que la 
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presencia de determinados serotipos parece mantenerse estable en el país, a pesar de que 
las frecuencias de cada uno han evolucionado de formas distintas (Palacios et al. 2017). 
Las discrepancias observadas en las proporciones encontradas y en los reportes previos 
podrían deberse al tamaño de la muestra, un mayor número de muestras positivas 
ayudaría a obtener resultados más representativos. También es necesario reevaluar las 
técnicas de detección utilizadas y compararlas con otras disponibles comercialmente, 
como agares cromogénicos, los cuales se ha reportado que son más sensibles para la 
identificación de la bacteria y no dependen de la capacidad hemolítica de S. agalactiae 
(Poisson et al. 2010). Diversos estudios muestran que la prevalencia de los serotipos de 
S. agalactiae se ha mantenido estables las últimas 4 décadas (Le Doare y Heath 2013), 
sin embargo, sus frecuencias no se mantienen estáticas a lo largo del tiempo, lo cual 
resalta la importancia de entender cómo reacciona el sistema inmune del hospedero en 
respuesta a la infección por distintos serotipos de S. agalactiae, especialmente la 
liberación de citocinas, las cuales son mediadores clave en la activación de la respuesta 
inmune en respuesta a infecciones (Gause et al. 2013). Por lo que es necesario evaluar a 
los serotipos constantemente para conocer su situación actual y poder plantear 
estrategias para el control de la bacteria. 
Mecanismos de defensa específicos y no específicos se encuentran involucrados en la 
resistencia a la infección por S. agalactiae (Rosati et al. 1998). Por lo que otro objetivo 
del estudio fue evaluar la capacidad de colonizar el tracto vaginal de ratones BALB/c, lo 
cual contrasta con estudios anteriores en los cuales se habían utilizado ratones de la cepa 
CD1 (Sheen et al 2011; Patras et al, 2015) o C57BL/6 (Carey et al. 2014). Los resultados 
muestran que el modelo funciona con una alta eficiencia ya que el 100% (20/20) de los 
individuos desarrollaron de forma adecuada la infección. 
El siguiente paso fue evaluar la capacidad de los distintos serotipos de colonizar el tracto 
vaginal, donde se encontró que los serotipos III y IV eran los que mayor capacidad de 
colonización tenían, los resultados obtenidos contrastan con los reportados por el grupo 
de Patras et al. en 2015 donde encontraron que el serotipo V era el que tenía mayor 
capacidad de establecer la infección en el modelo murino, aunque en una cepa CD1, 
también identificaron al serotipo III como el segundo con mayor capacidad de colonizar 
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el tracto vaginal, mientras que el serotipo Ia fue el menor. Las diferencias observadas 
por parte de los distintos serotipos pueden deberse a las características propias de cada 
una de las cepas de ratón utilizadas y a la naturaleza de cada una de las muestras, ya que 
al ser aislados clínicos de diferentes regiones geográficas cada una cuenta con 
características propias que pueden influir en el proceso infeccioso, a pesar de las 
diferencias la mayoría de los ratones en ambos experimentos eliminaron la infección en 
un periodo de 2 semanas. 
Es bien sabido que las citocinas juegan un rol central en la inducción de las respuestas 
inmunes no específicas y específicas en respuesta a microbios. Debido al papel central 
de las citocinas en determinar las funciones efectoras de fagocitos y linfocitos, es 
probable que la evolución de la enfermedad causada por S. agalactiae pueda depender, 
al menos parcialmente de las citocinas inducidas durante la infección. El objetivo central 
del trabajo fue determinar si los serotipos inoculados eran capaces de inducir una 
expresión diferencial de citocinas proinflamatorias en el microambiente vaginal. 
Algunos estudios sobre la producción de citocinas durante la infección de S. agalactiae 
se centraron en el rol de TNF-α y otras citocinas inflamatorias en la patogénesis de la 
enfermedad (Teti et al.1993). En 1998 Rosati et al. analizaron la cinética de la expresión 
de genes que codifican para citocinas después de una infección por S. agalactiae. Su 
grupo de trabajo utilizó el serotipo Ia, el cual se ha reportado que es sumamente 
virulento en ratones. A diferencia del modelo utilizado por nuestro grupo de trabajo ellos 
administraron una inyección IP de la bacteria, lo cual se traduce en una infección mucho 
más agresiva que la observada por nosotros. Los resultados obtenidos por ellos muestran 
que la infección induce la liberación de citocinas que favorecen una respuesta Th1. 
Además, observaron una fuerte respuesta de citocinas proinflamatorias únicamente 
cuando S. agalactiae se encontraba en altas concentraciones, sin embargo, debido a que 
no encontramos ninguna muestra del serotipo Ia no fue posible determinar si el serotipo 
efectivamente era el más agresivo en el modelo murino. Su grupo de trabajo encontró un 
incremento de IL-1, IFN-, e IL-12p40 en la ausencia de IL-4, IL-5 e IL-10. Estudios 
anteriores han identificado que niveles vaginales de IL-1α se correlacionan con el estado 
de colonización por S. agalactiae en mujeres no embarazadas (Nikolaitchouk et al. 
2008) mientras que IL-1β se asociada con un riesgo aumentado de sufrir infección por S. 
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agalactiae y embarazos prematuros (Mitchell et al. 2013). Por su parte en modelos 
murinos se ha identificado un aumento de MIP-2 y IL-1β en respuesta a la infección por 
la bacteria (Patras et al. 2013). Otro grupo encontró un incremento en TNF-α e IL-1β 
después de la colonización por S. agalactiae (Carey et al. 2014). A pesar de los estudios 
previos no ha sido posible identificar con claridad un perfil de citocinas inducido por S. 
agalactiae y menos aún si existe un perfil asociado con cada uno de los serotipos de la 
bacteria. Otros trabajos se han enfocado en definir el papel de las citocinas inflamatorias 
en la patogénesis de la enfermedad. En ellos encontraron que S. agalactiae induce altos 
niveles de TNF-a, IL-1b, IL-6 y IFN-y (Rosati et al 1998). Nuestro grupo utilizó 5 
serotipos de S. agalactiae para evaluar si activaban de manera diferencial la expresión 
de 6 citocinas. IL-6 se expresa de forma inmediata y transitoria en respuesta a estrés 
ambiental como infecciones y daño de tejidos (Tanaka et al. 2014). No se detectó una 
variación significativa de la IL-6 en fluidos vaginales después de la infección con los 
distintos serotipos, lo cual puede deberse a que la primera medición se realizó el día 5 
después de la infección y los niveles pudieron descender, sin embargo, los niveles se 
mantuvieron bajos en el microambiente vaginal durante toda la infección, lo cual indica 
que no es una pieza esencial en la respuesta inmune a S. agalactiae por parte de ratones 
BALB/c a diferencia de lo reportado en estudios previos en ratones CD1. 
Por su parte la IL-10 es una citocina de naturaleza antiinflamatoria que regula a la baja 
las respuestas inmunes inflamatorias. La concentración de IL-10 presentó cambios 
después de la inoculación con el serotipo Ib, se mantuvo en niveles basales 5 días 
después de la infección, pero se observa un incremento significativo los días 10 y 15. Se 
ha reportado que niveles elevados de IL-10 pueden evitar la eliminación de algunas 
bacterias (Peñaloza et al. 2016), lo cual explica por qué después de 15 días es el único 
serotipo que no había sido eliminado por completo de todos los ratones, a pesar de no ser 
el serotipo con más carga bacteriana en los hisopados vaginales. En reportes previos 
Cusumano et al. en 1996 encontraron en un modelo neonatal murino que los niveles de 
IL-10 se incrementaban después de 24 y 48 h de la inoculación con S. agalactiae, 
sugiriendo una respuesta temprana por parte de la citocina, las diferencias observadas 
podrían deberse a que las mediciones de su grupo de trabajo y el nuestro se realizaron en 
momentos muy diferentes, además la respuesta inmune en un ratón con pocas horas de 
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vida no evolucionará igual que uno adulto, otro factor importante a tomar en cuenta es la 
vía de administración de la bacteria, ya que se induce una respuesta más agresiva por vía 
subcutánea.  
La MCP-1 se elevó considerablemente el día 15 después de la infección con el serotipo 
Ib, lo cual sugiere que la citocina necesita tiempo para ser liberada después del reto con 
la bacteria, parece que no es expresada en etapas tempranas de la infección al momento 
del reconocimiento de S. agalactiae por parte del sistema inmune, lo cual contrasta con 
trabajos previos donde la citocina es detectada en etapas tempranas de la infección 
(Gomes et al. 2013), sin embargo, las infecciones evolucionan de distinta manera 
dependiendo de la bacteria causante y las características propias del individuo afectado.  
Se encuentra bien establecido el papel de TNF-α en respuesta a infecciones, una 
disminución en su concentración se relacione con problemas por parte del organismo 
para eliminar una infección (Crawford y Curtis 2008). Los niveles se vieron afectados 
por dos serotipos: Ib y III, los cuales provocaron variaciones en los niveles de la citocina 
con respecto a los otros serotipos. Por su parte el serotipo Ib ocasiona que los niveles de 
TNF-α aumenten durante la infección inicial pero la concentración se desploma el día 
15, lo cual coincide con el aumento de la IL-10, lo que podría explicar una supresión de 
las respuestas inflamatorias, permitiendo así que la colonización por parte de la bacteria 
perdure por más tiempo que los otros serotipos. En un trabajo previo Wang et al. en 
2014 evaluaron el papel de la hialuronidasa en la infección por S. agalactiae. 
Encontraron que la hialuronidasa tiene una alta influencia en la supervivencia 
intracelular de S. agalactiae y en la expresión de citocinas proinflamatorias, ya que 
limita la secreción de citocinas proinflamatorias como IL-1b, IL-6 y TNF-α en 
macrófagos RAW264.7 y ratones BALB/c mediante administración IP, lo anterior 
podría explicar los bajos niveles observados de la IL-6 y TNF-α en nuestro trabajo, sin 
embargo, al administrar a la bacteria por vía IP se dejan de lado muchas líneas de 
defensa del hospedero en el proceso infeccioso. El IFN-γ y la IL-12p70 no presentaron 
variaciones en su concentración en el microambiente vaginal. En un reporte reciente se 
encontró una diferencia significativa en los niveles séricos de citocinas proinflamatorias 
de mujeres sanas que habían abortado por S. agalactiae e identificaron una alta 
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expresión de CD79 y CD54 en mujeres infectadas (Njum et al. 2019). Información sobre 
las citocinas liberadas podría ayudar a utilizar citocinas específicas o anticuerpos 
neutralizantes de citocinas para potenciar una resistencia contra la bacteria. 
Se observó que los serotipos de S. agalactiae tienen un comportamiento distinto al 
momento de causar la infección, difieren en su capacidad de colonizar el tracto vaginal y 
en las citocinas que son liberadas por el hospedero en respuesta a su estímulo. Más 
estudios son necesarios para comprender a profundidad el comportamiento de cada 
serotipo en particular y poder eliminar a S. agalactiae como un problema de salud. 
Mecanismos de defensa específicos y no específicos se encuentran involucrados en la 
resistencia a la infección por S. agalactiae. Concentraciones específicas de anticuerpos 
específicos y actividad del complemento en el suero, así como fagocitos mono y 
polimorfonucleares contribuyen a la respuesta inmune contra S. agalactiae (Rosati et al. 
1998). Por tal motivo es muy importante evaluar la concentración de anticuerpos 
después de la infección. La producción de IgG después de la exposición al antígeno 
ocurre varios días o semanas después de IgM. Mediante su unión a los receptores Fc IgG 
media la fagocitosis, eliminación de complejos inmunes y otras funciones, también es el 
único tipo de anticuerpo que cruza la placenta, confiriendo resistencia al feto y al 
neonato hasta que su sistema inmune desarrolla la capacidad de producir anticuerpos, lo 
cual es muy importante en la infección causada por S. agalactiae ya que una elevada 
concentración de IgG podría brindar protección al feto. (Furst, 2009). La deficiencia en 
IgG se encuentra implicada en una susceptibilidad aumentada a infecciones. A pesar de 
que los subtipos de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) desempeñan papeles distintos en los 
mecanismos de defensa, la pérdida de un subtipo es muy poco común. La respuesta 
inmune a polisacáridos capsulares bacterianos puede estar restringidas a IgG2 y una 
deficiencia de ella puede resultar en una ausencia total de anticuerpos anti-carbohidratos. 
Una aumentada susceptibilidad a ciertas infecciones bacterianas se encuentra asociada 
con deficiencias de IgG2 (Vidarsson et al. 2014). 
Nuestro equipo de trabajo encontró una diferencia significativa entre los niveles de IgG 
total después de la inoculación con los distintos serotipos de S. agalactiae, lo que 
sugiere que no todos los serotipos son reconocidos de la misma forma por el sistema 
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inmune. Se detectó una menor cantidad de IgG sérica después de la infección con el 
serotipo III y IV, un resultado inesperado ya que la disminución en los niveles de IgG 
suele estar asociada con inmunodeficiencias primarias o secundarias y no en respuesta a 
infecciones. 
Pocos estudios han evaluado la presencia de anticuerpos contra S. agalactiae en un 
modelo murino. En 2017 Bernardini et al. evaluaron los efectos de la inmunización 
materna en un modelo murino de colonización vaginal por S. agalactiae utilizando 
aislados clínicos. Encontraron un incremento en los niveles de IgG contra S. agalactiae 
en comparación con los individuos que no fueron inmunizados y también detectaron 
mayores niveles de anticuerpos en la descendencia. También encontraron una respuesta 
Th1 predominante, así como niveles elevados de IgG2a y IFN-. sin embargo, la 
metodología utilizada fue diferente ya realizaron múltiples inoculaciones en un periodo 
de tiempo corto, así como una inoculación con bacterias muertas por calor, el estímulo 
constante pudo influir en la liberación de IFN-, a diferencia de lo observado en nuestro 
estudio. En otro estudio encontraron que una vacuna oral basada en la proteína 
inmunogénica de superficie (SIP) de S. agalactiae reduce la colonización vaginal e 
induce anticuerpos específicos en un modelo murino, además induce de IFN-, TNF-α, 
IL-10 e IL-2 (Diaz-Dinamarca et al. 2018). Otro grupo de trabajo analizó la asociación 
entre niveles séricos de anticuerpos contra 11 proteínas de superficie de S. agalactiae y 
la colonización recto-vaginal durante el embarazo. Encontraron que altos niveles de IgG 
reducían la probabilidad de ser colonizadas por la bacteria (Dzanibe et al 2017). Por su 
parte, el grupo de Mackie et al. realizó una evaluación en novillas, encontraron una 
inversión del radio normal de IgG1-IgG2 en vaquillas vacunadas contra S. agalactiae, 
probablemente a causa de una respuesta contra el polisacárido capsular de la bacteria, 
también reportaron un incremento en las concentraciones séricas de IgA e IgM durante 
la infección (Mackie et al. 1996), lo cual demuestra la complejidad de la respuesta 
inmune contra S. agalactiae. 
A pesar de los diversos modelos utilizados para evaluar al estreptococo la mayoría de los 
estudios han sido conducidos en humanos. En un estudio realizado en 1996, se halló que 
las mujeres que se encontraban colonizadas por S. agalactiae presentaban un marcado 
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incremento en los niveles de IgA e IgG contra S. agalactiae en secreciones cervicales y 
también presentaban un moderado incremento de IgA en suero. Mujeres colonizadas 
únicamente en el cérvix presentaban un incremento de IgA e IgG en secreciones 
vaginales, pero sus niveles de anticuerpos en el suero no se encontraban elevados, al 
igual que en las mediciones observadas en nuestro experimento con excepción del 
serotipo III y V. En las secreciones cervicales el aumento más pronunciado fue de IgG, 
indicando una respuesta inmune involucrando tanto a IgG como a IgA. (Hordnes et al. 
1996). Lo anterior indica que la liberación de anticuerpos en respuesta la infección 
comúnmente ocurre en un microambiente local y que la bacteria no es tan agresiva para 
detectar sus efectos a un nivel sistémico. 
En el proyecto europeo DEVANI, se encontró una correlación entre títulos altos de 
anticuerpos maternos contra el polisacárido capsular y un riesgo menor de enfermedad 
neonatal (Lee et al. 2018). Resaltando la importancia de evaluar los niveles de IgG en 
respuesta a la infección, ya que es la única inmunoglobulina capaz de conferir 
resistencia al neonato. Fabbrini et al. en 2018 encontraron una mayor concentración de 
IgG en respuesta a los serotipos Ia y III comparados con el Ib, lo que sugiere que se 
necesita una mayor concentración de IgG contra el serotipo Ib para realizar la 
fagocitosis. Lo anterior respalda nuestra hipótesis ya que los distintos serotipos activan 
de forma diferencial la respuesta inmune, lo cual podría ser al menos en parte debido a la 
composición de su polisacárido capsular. 
Las diferencias en la respuesta de inmunoglobulinas contra dos bacterias podrían reflejar 
diferencias bioquímicas en los polisacáridos expresados. Por ejemplo, el polisacárido 
capsular tipo C de Neisseria meningitidis y el polisacárido capsular del serotipo V de S. 
agalactiae, pero no NP-Ficoll inhiben algunas funciones de células B que son mediadas 
por BAFF y APRIL, lo cual podría explicar parcialmente la baja observada en los 
niveles de IgG después de la inoculación con el serotipo V (Snapper et al. 2012). 
Nuestro estudio confirma que los modelos murinos de colonización vaginal continúan 
siendo sumamente valiosos en el análisis de patógenos humanos, ayudando a obtener 
una mejor comprensión de las interacciones entre S. agalactiae y su hospedero. Los 
distintos serotipos de S. agalactiae activaron de forma diferencial las respuestas inmunes 
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innata y adaptativa. En conjunto con los resultados conseguidos por otros grupos de 
investigación, se espera que los obtenidos en el presente trabajo contribuyan al menos en 
una pequeña parte a comprender mejor la naturaleza de la respuesta inmune contra S. 

























1. Se identificaron los serotipos Ib, II, III, IV y V. 
2.  S. agalactiae es capaz de colonizar la cavidad vaginal de ratones BALB/c. 
3. Los serotipos III y IV colonizaron la cavidad vaginal con una mayor carga 
bacteriana 
4. La infección en ratones BALB/c dura entre 1-2 semanas. 
5. La liberación de citocinas varía dependiendo del serotipo inoculado. 






















 Aislar serotipos con los que no se cuenta y encontrar muestras no tipificables. 
 Establecer un modelo de infección que perdure por periodos de tiempo más 
largos. 
 Implementar un modelo murino de transmisión vertical. 
 Aislar el polisacárido capsular de cada serotipo para evaluar la respuesta inmune 
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